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OZET

Doktora Tezi

NADIR GORULEN HEMATOLOJIK HASTALIKLARDA

GEN DEGISIMLERININ TURK POPULASYONUNDA BELIRLENMESI

Didem TORUN

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog. Dr. Erkan YILMAZ

Nadir goriilen hematolojik hastaliklarin genel populasyonda goriilme sikligir 1/500000-
1/iki milyon arasinda degismekte olup bu hastaliklar akraba evliliklerinin yiiksek oldugu
toplumlarda 6nemli klinik ve sosyal sorun olarak kendini gostermektedirler. Nadir goriilen
kanama bozukluklarindan etkilenen hastalar potansiyel olarak ciddi yasami tehdit eden
kanamalar i¢in hafif veya orta siddette kanama egilimi gosteren farkli klinik belirtilerden
olusan genis spektrum gosterirler. Farkli kalittim modeli gésteren bu hastaliklarin %3-5 ini

koagiilasyon faktorlerinin eksikligi olusturmaktadir.

Bu calismada nadir goriilen hastaliklar kapsaminda Tirkiye’nin her tarafindan calisma
konusu kapsaminda belirledigimiz hastaliklar olan pediatrik inme, homosistiniiri,
afibrinojenemi, makrotrombositopeni, FV+FVIII kombine eksikligi ve Glanzmann
trombasteni hastalarina ait kanlar toplanarak bu kanlardan elde edilen DNAlar hastaliklarla
iligkili genler olan sirasiyla PCI, CBS, FGB, MYH9, ERGIC-53, MCFD2,
GplIB(ITGA2B) ve GpllI(ITGB3) genlerinde taranmistir. Caligmada  Tiirk
populasyonunda nadir goriilen hastaliklarda sik goriilen mutasyonlarin ortaya konmasi ve
daha sonraki calismalarda mutasyon analizi yaparken bu degisiklikler oncelikli olarak

taranarak hem zaman hem de maliyet agisindan fayda saglanmasi amacglanmastir.

Calismada literatiirde daha Once tanimlanmayan PCI geninde p.S188N, CBS geninde
855 965ins110, ERGIC-53 geninde 2333delT, p.R202X, p.M354A, MYH9 geninde



p.L64A, p.S96A, p.S1195A, p.L1176M, FGB geninde p.L189P, ITGA2B geninde
p.S415R, p. G159V, p.V420L, p.T646A mutasyonlart saptanmistir. Bu tez ¢aligmasi Tiirk
populasyonunda pediatrik inme ile PCI gen arasindaki iliskiyi ortaya koyan ilk ¢alisma
olmasi ve tanimlanmamis olan mutasyonlarin literatiire kazandirilmis olmasi nedeniyle

Onemlidir.
2013, 142 sayfa

Anahtar kelimeler: Nadir hematolojik hastaliklar, PCI, FGB, ERGIC-53, MCFD?2,
MYH9, ITGA2B, ITGB3, mutasyon, polimorfizm



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF THE GENE ALTERATION IN PATIENTS WITH RARE
HAEMATOLOGIC DISORDER AT TURKISH POPULATION

Didem Torun

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Erkan Yilmaz

Frequency of the rare bleeding disorders (RBDs) in the general population ranges from
1:500.000 to 1:2 millions. In countries with a high rate of consanguineous marriages RBDs
occur more frequently, representing a significant clinical and social problem. Patients
affected by RBDs have a wide spectrum of clinical symptoms that vary from a mild or
moderate bleeding tendency to potentially serious or life-threatening haemorrhages. RBDs
are autosomal recessive disorders and representing 3-5% of all the inherited deficiencies of

coagulation factors.

Rare diseases with in the scope of this study, blood samples of patients with stroke,
homocystinuria, FV  and  FVIII  combined  deficiency, afibrinogenemia,
macrothrombocytopenia and Glanzmann thrombasthenia syndrome were collected.
Genomic DNA was extracted from whole blood by using standard phenol-chloroform
method. The genes associated with these diseases PCI, CBS, ERGIC-53, MCFD2, FGB,
MYH9 and GplIB(ITGA2B), GpllIA (ITGB3) were screened respectively. In this study,
we aimed to reveal the common mutations in rare diseases at Turkish population. In future
studies while mutation analysis, these changes screening as a priority that is intended to

provide benefits in terms of both time and cost.

We identified novel mutations: p.S188N at PCI gene, 855 965ins110 at CBS gene,
2333delT, p.R202X, p.M354A mutations at ERGIC-53 gene, p.L64A, p.S96A,
p.S1195A, p.L1176M mutations at MYH9 gene, p.L189P mutation at FGB gene and
p.S415R, p. G159V, p.V420L, p.T646A mutations at GplIB (ITGA2B) gene.



Further comparison of molecular, biochemical and clinical studies will enable to us
understand how the mutations affect the expression of the genes and so that we may able to

solve the mechanism of underlying diseases

So far, there is no study demonstrating the relation between PCI gene mutations and

pediatric stroke.
2013, 142 pages

Key words: Rare hematologic diseases, Protein C Inhibitor gene (PCI), Fibrinogen beta
chain gene (FGB), Endoplasmic reticulum-Golgi Intermediate Compartment (ERGIC-53),
Multipl Coagulation Factor Deficiency (MCFD2), Myosine Heavy Chain Gene (MYH9),
Glycoprotein 1B Gene (ITGA2B), Glycoprotein I1lIA Gene (ITGB3),mutation,

polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Tromboz, Virchow tiradi olarak bilinen damar duvart degisiklikleri, kan akimindaki
bozukluklar ve kan yapisindaki degisiklikler sonucu olusmaktadir. Tromboza egilim
olusturan durumlarin ¢ogu edinseldir. Kalitsal tromboz nedenlerine ise nadiren rastlanir.
Toplumlar arasinda farklilik gostermekle birlikte tromboz goriilme siklig1 yaklasik 1/1000°
dir. Nadir goriilen kalitsal trombozlar kapsaminda; bazi koagiilasyon faktorleri (fibrinojen,
faktor VIII, IX, XI, Trombinle aktive olabilen fibrinoliz inhibit6rii-TAFI), afibrinojenemi,

disfibrinojenemi, plazminojen aktivator inhibitor-1, hiperhomosistenemi sayilabilir.

Nadir goriilen faktor eksiklikleri otozomal resesif kalitilan, 500 binde bir ile 2 milyonda bir
sikliklarinda karsilasilan pihtilasma faktorii eksikliklerini tanimlar. Fibrinojen, FII, FV,
FV+FVIIL, FVII, FX, FXI ve FXIII tim kalitsal faktor eksikliklerinin % 3-5’ini
olustururlar. Akraba evliliklerinin de yaygin oldugu iilkemizde bu nadir hastaliklarin

goriilme siklig1 giderek artmaktadir.

Klinik olarak nadir goriilen hematolojik hastaliklar kapsaminda yeralan pediatrik inme,
homosistiniiri, FV- FVIII kombine eksikligi, afibrinojenemi, makrotrombositopeni,
Glanzmann trombastenisi tanis1 almis hastalarla yapilan ¢alismada hastaliklarla iligkili olan
Protein C Inhbitor geni (PCI), Sistationin Beta Sentaz geni (CBS), Endoplazmik Retikulum
Golgi Intermediate Compartment-53 (LMANI1/ERGIC-53) geni ve Multipl Koagiilasyon
Faktor Eksikligi 2 (MCFD2) geni, Miyozin Agir Zincir-9 (MYH9) geni, Fibrinojen Beta
Zincir (FGB) geni, Glikoprotein 1B geni (ITGA2B / GplIB) ve Glikoprotein 1A (ITGB3/
GplllA) genleri taranarak Tiirk populasyonunda nadir goriilen hastaliklarda sik goriilen
mutasyonlarin ortaya konmasi ve daha sonraki ¢alismalarda mutasyon analizi yapilirken bu
degisiklikler oncelikli olarak taranarak hem zaman hem de maliyet acisindan fayda
saglanmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda belirlenen hastaliklarda ilgili genlerin

taramasi yapilmistir. (Cizelge 1.1)



Cizelge 1.1. Calisilan nadir goriilen hematolojik hastaliklar ve bu hastaliklara ait genler

Gen Hastalik
Protein C Inhibitér Geni (PCI) Pediatrik Stroke (Inme)
Sistatiyonin  Sentaz Geni (CBS) Homosistiniiri
Endoplazmik Retikulum- Golgi FV-FVIII Kombine Eksikligi

intermediate compartment
(ERGIC-53) geni / MCFD-2 Geni

Fibrinojen Beta Geni (FBG) Afibrinojenemi
Myosin Heavy Chain (MYH9) Dev trombositopeni
Glikoprotein Ilbgeni (ITGA2B) Glanzmann Trombasteni

Glikoprotein Illa (ITG3B)Geni

PCI, CBS, MYH9, FBG, ERGIC-53, MCFD2, Gpllb ve GPIIla genlerinde goriilen
mutasyonlarin tanimlanmasi, sonraki caligsmalarda kullanilmak iizere bu mutasyonlar igin

bir tan1 kitinin olusturulmasi tezin multidisipliner bir alan olan biyoteknoloji ac¢isindan

da Onemini belirtmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. HEMOSTAZ

Kanin damar igerisinde saglikli bir sekilde akmasi hemostatik sistem tarafindan saglanir.
Normal hemostaz, damar duvarindaki yaralanmayi takiben piht1 olusumu ve doku tamiri ile
sonuglanan siiregleri igerir. Damar endotel hiicreleri, trombositler, von Willebrand faktor
(VWF), doku faktorii, pihtilasma proteinleri, fibrinolitik sistem, antikoagiilan proteinler
hemostaz sisteminin elemanlarini olustururlar (1). Bir damar hasar1 oldugunda ¢oziiniir
olmayan trombosit ve fibrin tikaci olusarak kan kaybi Onlenir, ardindan da damar
biitiinligii tekrar saglanir. Olaylar damar spazmi, trombosit tikacinin olusumu, kanin
koagiilasyonu sonucu kan pihtisinin olusumu ve fibréz dokunun pihti i¢ine dogru
bliylimesiyle damardaki hasarin  kalici olarak kapatilmas:1 seklinde dort asamada
gerceklesir. Hemostazi saglamak igin pihtilagma sistemi, dogal antikoagulanlar ve
fibrinolitik sistem denge halinde olmalidir. Bu dengenin bozulmasi anormal tromboz veya
kanamaya neden olabilir. Hemostaz mekanizmast damar biitiinliigii, trombositler ve
koagiilasyon mekanizmast olmak iizere ili¢ ayr1 boliimden olusan bir fonksiyondur.
Kanamanin durmasi i¢in bu ii¢ ayr1 boliimiin de normal fonksiyon gostermesi gerekir. Bu

fonksiyonlar tek tek ele alinacak olursa;

a.Damar Biitiinliigii:. Damarlarin c¢eperini c¢evreleyen endotel hiicreleri, hemostaz-
pihtilagsma sisteminin ¢esitli fonksiyonlarin1 diizenlemektedirler. Bir yandan antitrombosit,
antikoagiilan ve diger fibrinolitik 6zelliklere sahip iken diger yandan pihtilagsmay1 baslatict
fonksiyonlart da vardir. Kan damarinda bir travma meydana geldiginde kisa bir siire i¢inde
refleks olarak olusan vazokonstriiksiyon o damarda kan akiminin yavaglamasina neden
olmaktadir. Olusan bu vazokonstrilksiyondan, vazokonstriiktor bir madde olan
Tromboksan A2’1 serbestlestiren trombositler sorumludur. Siire¢ igerisinde trombosit tikaci
ve kan pihtilasmas1 gerceklesmektedir.. Vazokonstriiksiyon kiiciik kan damarlarinda
kanamay1 durdurmak i¢in etkili bir mekanizma olmasina ragmen daha genis damarlarda
kanama durumunda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle trombosit yapismasi, kiimelenmesi
ve trombus olusumu gibi ek mekanizmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (2).

b. Trombositler: Primer hemostaz, kapiler kan kaybini durdurmada esas oncelige sahip
olup 6nceligi vaskiiler endotel ve trombositlerdir. Megakaryositler kemik iliginde ya da
kana gectikten bir siire sonra  Ozellikle pulmoner kapillerden ge¢meye calisirken

pargalanarak trombositleri olustururlar. Bunlar yuvarlak ya da oval, 2—4 mikron ¢apinda



kiigiik disk seklinde hiicrelerdir. Trombositlerin kanda normal konstrasyonlar: 150.000-
400.000 mm?*/L’ dir. Yapilan arastirmalarda uygun boya ile boyanmus olan trombositlerin
lic tip graniilden olustugu ortaya konulmustur: Alfa graniiliinde trombosit kdkenli bir
bliylime faktorii (PDGF), fibrinojen, fibronektin, von Willebrand faktoérii (vVWF) ve diger
pihtilasma faktorleri yer alirken ikinci Ca™, adenin niikleotidleri (adenozin difosfat,
adenozin trifosfat), iyonize kalsiyum, histamin, serotonin (5- hidroksitriptamin) ve
epinefrin’in metabolizma dis1 birikiminin depolama yerini olusturmaktadirlar. Uciincii tip
graniil ise lizozomal graniil olup hidrolitik enzimler tasimaktadir (3). Trombositi
cevreleyen hiicre zari ise kollajen ve vVWF’e baglanip trombositin subendotele yapismasini
saglayan glikoproteinleri igerir ki trombosit yilizeyinde en ¢ok bulunan glikoproteinler bu
calismanin konusu igerisinde yeralan integrin ailesinin iiyesi olan glikoprotein IIB ve
IITA’dir. Heterodimer olan bu iki glikoprotein fibrinojen, vVWF ve fibronektin gibi adhesiv

proteinler i¢in reseptdr gorevi yapmaktadir (4).

c. Koagiilasyon Sistemi: Koagiilasyon; kanda yeralan bir¢ok protein ile koagiilasyon
faktorlerinin etkilesimleri sonucu fibrin olusumu ile sonuc¢lanan bir mekanizmadir. Bu
reaksiyona katilan proteinler fonksiyonel olarak zimojenler (proenzimler), kofaktorler,

inhibitorler ve fibrinojen olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir.



2.1.1. PIHTILASMA FAKTORLERI

Faktér | Fibrinojen

Faktor |l Protrombin

Faktér 1 Doku faktéri, doku tromboplastini
Faktor IV Kalsiyum

Faktor V Proakselerin

Faktor VII Prokonvertin

Faktor VI Antihemofilik globulin, antihemofilik faktér A
Faktor IX Christmas faktér(, antihemofilik faktor B
Faktér X Stuart-prower faktéri

Faktor XI Plazma tromboplastin antesedan
Fakror XII Hageman faktéri

Faktér XIII Fibrini stabilize eden faktor

Prekallikrein (Fletcher faktori)

Yiksek molekil agirlikh kininojen (Fitzgerald faktéri)

Sekil 2.1. Pihtilasma Faktorleri

Pihtilagsma faktorleri dort grup altinda siniflandirilabilir:

A- K vitaminine bagimli faktorler B. Trombine Duyarli Faktorler

1. Faktor II (Protrombin) 1. Faktor I (Fibrinojen)

2. Faktor VII 2. Faktor V

3. Faktor IX 3. Faktor VIII

4. Faktor X 4. Faktor XIII

5. Protein C

6. Protein S

C. Kontakt Faktorleri D. Fosfolipidler ve Kalsiyum Iyonlar
1. Faktor XII E. Koagiilasyon Inhibitdrleri

2. Faktor XI

3. Yiiksek Molekiil Agirlikli Kininojenler (HMWK)
4. Prekallikrein

Sekil 2.2. Pihtilasma Faktorlerinin Siiflandirilmasi

2.1.2. PRIMER VE SEKONDER HEMOSTAZ



Primer hemostaz, trombositlerin ve endotel hiicresinin aktivasyonu ile gerceklesen bir
stirectir. Normal kosullar altinda trombositler diger trombositlerle ya da damar endoteli ile
etkilesmeden serbest¢e kan damarinda dolasirlar. Endotelde zedelenme olmasi durumunda
pihti olusumuna neden olan bir olaylar zinciri tetiklenir. Bir damarin zarara ugramasiyla
birlikte trombositler, subendotelyal kollajen, kapiller bazal membrani, fibroblastlar ve diiz
kas hiicreleri gibi damar duvarinin bir¢ok elemani ile temas ederler. Bunlarin hepsi
trombosit yapismasina neden olmakla birlikte, icerisinde en kuvvetli uyaran kollajendir.
Kollajenle temas eden trombositler adhezyon, sekresyon ve agregasyon olmak iizere bir
dizi reaksiyona ugrarlar. Bunlarin tiimiine birden trombosit aktivasyonu adi verilir (5,6).
Trombositlerin hasar sonucu kollajene yapismast ya dogrudan yiizeylerinde yer alan
glikoprotein Ia/lla reseptorii araciligi ile ya da glikoprotein 1b-IX/V kompleksi ile
megakaryositlerden sentezlenen bir protein olan von Willebrand faktorii (VWF)’e
baglanmalar1 ile olur. Trombositlerin subendotelyal kollajene yapismalarinin hemen
ardindan Adenozindifosfat (ADP), fibrinojen, fibronektin, TXA2 ve kalsiyum (Ca™")
platelet faktor-4, transforming growth faktor-f salinir. Bunlar igerisinde en 6nemlisi ADP
salmmmidir ¢ilinkii ADP, trombosit kiimelesmesini saglar ve aynmi zamanda diger
trombositlerden ADP salgilanmasini artirir. ADP’nin salgilanip reseptoriine baglanmasini
kalsiyumun hizla sitoplazmaya akmasi, hiicre i¢i kalsiyum depolarinin hareketi, sekil
degisikligi, adenil siklazin inhibisyonu, inozitol trifosfat (IP3) olusumunun uyarilimi,
glikoprotein IIb/llla  (GPIlIb/Illa)  ifadesi, fosfolipaz Az’nin uyarilimi, trombosit
iceriklerinin salgilanmas1 takip etmektedir (4). Boylece giderek biiyliyen aktif bir
trombosit kiimesinin olusmasina yol agarak, kendi kendini yineleyen bir mekanizma
kurulmus olur. Baslangigta trombosit kiimelesmesi geri donebilir niteliktedir, dolayisiyla
damar duvarindaki hasar gecici bir hemostatik bir tikag ile kapatilir. Eger endotel hasari
kiiciik ise olusan bu trombosit tikact kanamayr durdurmakta yeterli olabilir ancak daha
bliylik yaralanmalarda koagiilasyon proteinlerinin de aktive oldugu sekonder hemostazi
baslatmas1 gerekir (7).

Sekonder Hemostaz: Sekonder hemostaz koagiilasyon faktorlerinin aktive olmasiyla
baslayip fibrin olusumuyla sonuglanan bir dongiidiir. Kanin pihtilasmasindaki esas olay,
¢Oziinebilen plazma proteini olan fibrinojenin kismen ¢oziinmeyen iplikgikler halindeki
fibrin proteinine doniismesidir. Pihtilasma mekanizmasi, intrinsik, ekstrinsik ve ortak yolak

olmak iizere ii¢ sisteme bagl olarak gelisir (8).



Ekstrensek Yolak: Hizli ve erken aktive olan bu basamak bir¢ok hiicre tipinin integral
membran proteini olan doku faktdriinlin (TF) aktivasyonu ile baglamaktadir. Doku faktorii
dogrudan Faktor VII’e baglanmakta ve Ca™" iyonlarinin varliginda TF hizla FVII’i FVIIa
seklinde aktive etmektedir. FVIIa-TF kompleksi, FIX ve FX’ un FIXa ve FXa’ya
doniistimiinii  tetiklemektedir. Aktive olmus trombositlerin ylizeyi negatif yikli
fosfolipidlerce zengindir. Pihtilasma sistemi faktorleri ile birleserek reaksiyonlarin
devammi saglamaktadirlar. FXa, aktive FV, Ca*" ve fosfolipid (protrombinaz kompleksi)
varliginda protrombin trombin’e doniistiiriilmektedir. Trombin ise fibrinojenin fibrine

doniismesini saglamaktadir. Trombin pihtilagma sisteminin en 6énemli enzimidir (9,10).

Intrensek Yolak: : Intrensek yola katilan faktorlerin hepsi dolasimda inaktif olarak
mevcuttur. Bu yolda en 6nemli rolii Faktdr XII oynamaktadir. Faktor XII’nin endotel
yiizeyinde, doku biitiinliigli bozulmus bolgeye temasiyla aktivasyon baglar. Bu
aktivasyonda prekallikrein ve yliksek molekiil agirlikli kininojenler (YMAK) O6nemli rol
oynar, ve kininojenler Faktor XII aktif serin proteaz formu olan Faktor XIIa’ya doniistiiriir.
Faktor XIla ise Faktor XI' y1 aktif sekli olan FXIa’ya ve prekallikreinin aktif sekli olan
kallikreine dontstiirtir. Ayrica FXIa, @ YMAK kofaktorliiginde FIX ‘i FIXa’ ya
aktiflestirmektedir. FIXa ise FVIII esliginde FX’u FXa seklinde aktiflestirir (10,11)

Ortak Yol: Pihtilagsma yolunun ortak kisminda hem intrensek hem de ekstrensek yolakda
aktiflesebilen Faktor Xa, Faktor Va ile birlikte Ca”™ ve fosfolipidler varliginda protrombini
(Faktor IT) trombine (Faktor I1a) doniistiiriir. Giiglii bir antikoagiilan olan ve profibrinolitik
olan Protein C’nin aktivasyonunu saglayan trombin fibrinojeni fibrine ¢evirir ve ayni
zamanda da fibrin stabilize edici Faktor XIII't aktif Faktor XIIla’ ya doniistiirerek fibrin

pihtisinin stabil olmasini saglar (12,13).
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Sekil 2.3. Koagiilasyon Yolagi

Koagiilasyon kaskadi aktivatdr ve inhibitorlerle ¢ok siki denetlenen bir sistemdir. Bu
reaksiyonlar devam ederken, pihtilagmay1 sadece gerekli bolgeye sinirlamak i¢in dogal
koagiilasyon inhibitorleri devreye girer. Antitrombin, protein C ve protein S degisik
koagiilasyon faktorlerinin fizyolojik inhibitorleridir. Diger yandan fibrinolitik sistem
global hemostaz siirecinde en az pihtilagsma sistemi kadar énemli diger bir sistemdir. Bu
sistemde fibrin bir serin proteaz olan plazmin tarafindan proteolitik olarak parcalanir.
Doku sivilarinda ve kanda bulunan beta globulin yapisindaki bir proenzim olan
plazminojen, bir serin proteaz olan plazmin’e doniistiigiinde fibrinin ilk degredasyonu
saglanir. Fibrin, plazminojenin aktivasyonu igin bir kofaktor olarak rol oynarken, plazmin
icin de substrat gorevi goriir (14). Fibrinolitik sistemin, major aktivasyonu endotelyal
hiicrelerden salinan doku plazminojen aktivatorii (tPA) ile olmaktadir. tPA; karacigerde
sentezlenen bir serin proteazdir ve fibrine baglanir. Bu baglanma plazminojenin plazmine

cevrilme kapasitesini artirmaktadir (15).



2.2. PROTEIN C

Pihtilagsma sisteminin dogal bir inhibitorii olan, Faktér XIV olarak da bilinen Protein C
(PC)’ nin antikoagiilan etkisi ilk kez 1960°da Seegers ve ekibinden olan Orhan Ulutin
tarafindan tanimlanmistir (16). Protein C ilk kez 1976’da Johan Stenfelo tarafindan sigir
plazmasindan izole edilmis ve Vitamin K’ya bagimli 62kD molekiill agirlikli bir
glikoprotein oldugu ortaya konulmustur (17). Protein C yap1 olarak bir tane gama-
karboksiglutamikasit rezidiisiince (Gla) zengin domain, iki tane epidermal biiylime faktor
(EGF) domaini, serin proteaz (SP) domaini ve kisa bir aktivasyon peptidinden
olugmaktadir. Fonksiyonu ise su sekilde olmaktadir: Gla domainindeki glutamik asit
rezidiilerinin vitamin K bagimli posttranslasyonel karboksilasyonunun sonucu olarak Gla
rezidiileri ortaya ¢ikmistir. Gla residiileri kalsiyumu (Ca*")’u baglar ve domain katlanr.
PC aktivasyonu c¢esitli etkilesimlerle saglandiginda PC’nin aktivasyon peptidi serbest

birakilir ve serin proteaz domainin aktif konformasyonuna doniistiiriiliir (18,19).
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Sekil 2.4. Protein C’ nin Yapis1

Protein C, trombus formasyonunun kontrolii ve diizenlenmesinde anahtar role sahiptir.
Karacigerde sentezlenir ve yari omrii 6-8 saattir. PC, kanda bir antikoagiilant serin
proteaza zimojen olarak bulunmakta ve trombin-trombomodulin kompleksi ile endotel
hiicrelerin ylizeyinde aktif forma donligmektedir (Aktive Protein C (APC)). Trombin
trombomoduline baglandiginda olusan kompleks serbest olarak bulunan trombinden 1000
kat daha hizl1 protein C ’i aktive eder (20) . Aktive olmus protein C’nin temel kofaktorii 69
kDa molekiil agirlikli Vitamin K’a bagimli bir glikoprotein olan Protein S (PS) dir.
Karacigerde sentezlenen ve yariomrii 42 saat olan PS yapi olarak bir N terminal fosfolipid
baglayan Gla domaini, dort EGF-like domaini, bir trombin duyarli bolge (TSR) ve iki

laminin G tipi domainlerinden (Lam G) olugmaktadir. Negatif yiiklii fosfolipit membranlar



icin yliksek affiniteye sahip olan PS, APC ile kompleks olusturmaktadir. APC,
pihtilagmayict Onleyici etkisini kofaktorii ile birlikte negatif yiiklii fosfolipit membranin
yilizeyinde yer alan koagiilasyon faktorleri FVa ve FVIIla’1 inaktive ederek gosterir. PC,
pihtilasma sisteminin kontroliinii bu sekilde saglamaktadir. FVa protrombinaz, FVIlla
tenaz komplekslerindeki kofaktorlerdir. Bu iki faktdre trombin formasyonunun
amplifikasyonu i¢in gerek duyulmaktadir ve bu faktorler fibrin olusumunu regiile
etmektedirler. APC, FVa ve FVIIla’nin proteolitik degredasyonu ile koagulasyon
basamaklarinin sirali aktivasyon ve amplifikasyonlarini siirlandirmaktadir (21). APC
tarafindan FVIIIa’nin etkin degredasyonu yalnizca protein S’ye ihtiyag duymamakta; ayni
zamanda hem antikoagiilant hem de prokoagulant potansiyelli bir protein olan bozulmamis

FV’i de gerektirmektedir (22).

PC sistemi fizyolojik olarak da biiyiik bir oneme sahiptir. Sistemi etkileyen genetik
bozukluklar ven6z trombozun en biiyiik riskini olusturmaktadir. Aktive protein C direnci,
vendz tromboz ile iliskili en yaygin kalitimsal koagiilasyon defektidir. Bu molekiiler defekt
derin ven trombozlu hastalarin % 20- 40’inda bulunmustur. Aktive Protein C direnci ilk
kez 1993 yilinda tanimlanmistir (23). Aktive protein C, faktdor V’i 506. aminoasit
lokalizasyonundan boler. Beyaz irkta bu lokalizasyonda % 90 ihtimalle arjinin aminoasidi,
% 10 ihtimalle de glutamin aminoasidi bulunmaktadir . Glutamin bulundugunda faktér V
aktive protein C’nin parcalayici etkisine 10 kat daha direnglidir. Iste 506. aminoasit
lokalizasyonunda arjinin yerine glutamin aminoasidinin bulunmasi durumundaki faktor
V’e faktor V Leiden (FVL), faktor V Leiden’in yol actig1 pihtilagma fenotipine ise Aktive
Protein C Direnci denilmektedir (24). Bu kisilerde hemostatik denge protrombotik sistem
lehine bozulmus olup, tromboz gelisimine yatkinlik ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde goriilme
siklig1 % 8 diizeyindedir. Homozigot FV Leiden varlig1 tromboz riskini 80 kat arttirirken
heterozigot formu sadece 3-7 kat artisa neden olmaktadir. FV Leiden disinda hamilelik,
oral kontraseptif kullanimi, artmig FVIII diizeyinin aktive protein C rezistansi yarattigi
bilinmektedir (25).
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Sekil 2.5. Aktive Protein C Rezistansi

Homozigot protein C eksikligi purpura fulminans ile kendini gosterir ve tek genetik faktor
varliginin klinik 6nemi yoktur. Heterozigot protein C eksikligi ise otozomal dominant
gecisli olup saglikli toplumda 1/200- 1/500 sikliginda bulunmaktadir. Immiinolojik ve
fonksiyonel yontemlere gore iki tip protein C eksikligi tantmlanmistir (26)

Tip I: En sik goriilen protein C eksikligi olup bu tip hastalarin serumunda protein C
konsantrasyonu normalin yaris1 kadar Sl¢iilmektedir. Bu tip eksiklik hastalarda genetik
olarak missense (yanlis okuma), nonsense (okuyamama) mutasyonlari, delesyon ve
insersiyonlardan kaynaklanmaktadir.

Tip Il: Bu tip eksiklikte serum protein C seviyesi normaldir fakat protein C fonksiyonel
yonden aktif degildir (27).

Akar ve ark.’larmin 2005 yilinda yaptigi bir c¢aligmada vendz tromboembolisi olan
hastalarin %2-5 inde protein C eksikligi saptanmistir. Bu sikligin geng¢ ve tekrarlayan
vakalarda %10-15" e kadar ¢iktig1 ortaya konulmustur. Kalitsal PC eksikliginin sikligi
trombozlu vakalarda %3, populasyonun genelinde ise % 0,2 dir (28).

Edinsel Protein C eksikliginde ise karaciger hastaliklari, siddetli enfeksiyonlar
(meningokoksemi), septik sok, ameliyat sonrast donem, siklofosfamid, metotreksat, 5-
florourasil ve L-asparajinaz tedavisi baglica etkili olan nedenlerdir.

Ilk kez endotel hiicresinden elde edilen ve klonlanan Endotelyal Protein C Reseptorii
(EPCR) ise protein C ve aktive protein C’e yiiksek baglanma affinitesi gosterir. Trombin-

trombomodiilin kompleksi varliginda Protein C, EPCR’e baglanarak aktif hale gecer. APC
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antikoagiilan yolu, protein S, kardiolipin ,glukozilseramid gibi c¢esitli faktorler, yiliksek
yogunluklu lipoproteinler varliginda FVa ve FVIIla pihtilasma faktorlerinin proteolitik
aktivasyonunu saglar. Endotel iizerinden APC’e bagh yolaklarin ¢alismasi i¢in EPCR
gerekmektedir. EPCR, dendritik hiicreler ve lokositlerde, akciger pnomositlerinde,
notrofillerde, kalp ve akcigerdeki venler ve arterlerin endotel hiicrelerinde eksprese
edilmektedir (29) .

2.2.1. Protein C Inhibitorii (PCI)

Protein C inhibitérii (PCI), serin proteaz ailesinden (SERPINAS) al proteaz inhibitior
prototipinde bir plazma glikoproteinidir. Ik olarak insan plazmasinda aktive protein C
inhibitorii olarak daha sonra ise koagiilasyon ve fibrinolizisin inhibitdrii olarak
tanimlanmistir. PCI, idrardan sekrete olur ve iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA)
ile kompleks olusturur. Bu nedenle plazminojen aktivator inhibitorii 3 (PAI-3) olarak da
bilinir (30). PCI’ nin heparine baglanma 6zelligi vardir ve diger proteaz inhibitdrleri
antitrombin (ATIII) ve heparin kofaktor 1T (HCII) gibi heparin baglayan serpinler sinifinda
yer alir. Heparin negatif yiiklii glikozaminoglikan olup, mast hiicreleri ve az miktardaki
bazofiller tarafindan salgilanmaktadir. Antitrombin III ile kompleks olusturarak
koagiilasyon kaskadindan trombin, FXIIla, FXla, FXa ve FIXa’1 uzaklastirma gorevi
vardir (31). PCI’'nin bazik rezidiileri ile iligki igerisindedir. APC inhibisyonu 5-10 u/ml
diizeyindeki heparinle saglanabilmektedir. PCI’'nin tromboz ve fibrinoliziste,
fertilizasyonun diizenlenmesinde, doku rejenerasyonunda, vaskiiler permeabilitede, timor

gelisimi, invazyon, metastaz ve anjiyogenezin diizenlenmesinde rol oynadig: bilinmektedir

(32).

Protein C inhibitoriiniin Dokularda Ekspresyonu : Insanlarda PCI konsantrasyonu
plazmada 80-100 nM konsantrasyonunda bulunmaktadir ve karacigerden koken aldigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte kadin ve erkeklerde lireme organlari, deri, pankreas ve
bobrekte de sentezlendigi bilinmektedir (33). Kemirgenlerde PCI niin biiyiik oranda iireme
organlarinda eksprese oldugu bilinirken yapilan caligmalar fare gelisimi sirasinda PCI
ekspresyon paternlerini de ortaya koymustur. Buna gore deride, beyin ventrikiillerinde,
kalpte, iirogenital sistemde, iskelet kaslarinda ve kikirdaklarda yaygin sekilde PCI
ekspresyonu oldugu saptanmistir (34). Akciger gelisiminde PCI ekspresyonunun goriilmesi

akla PCI’nin akciger morfogenez ve anjiyogenezinde rol oynayabilecegini getirmektedir.
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PCI’nin, hepatosit biiylime faktoriiniin aktivatorii iizerinde inhibitor etkisi yaparak doku
biliyiime ve rejenerasyonunda rol oynadigmin gosterilmesi biiyiime sinyalizasyonu gibi

hiicresel siireglerde PCI’ nin 6nemini ortaya koymaktadir (35).

Tromboz ve Hemostazda PCI: Protein C, trombinin vaskiiler endotele baglanmasi ile
aktive protein C (APC) haline doniisiir. Faktor V geninde nokta mutasyon varliginda aktive
protein C direnci (APCR) ortaya ¢ikar. Mutasyon sonucu ortaya ¢ikan anormal Faktor V,
faktor V Leiden adim1 alir. Aktive protein C direnci vendz trombozla iliskili en yaygin
kalitimsal koagiilasyon defektidir. Bu molekiiler defekt derin ven trombozlu hastalarin

%20-40’1nda bulunmustur.

Derin ven trombozlu, pulmoner embolili hastalarda APC ve PCI kompleksi ile birlikte a-1
antitripsin bulundugu saptanmis, bu da patolojik kosullar altinda protein C sisteminin

regiilasyonunun PCI tarafindan oldugunu gostermistir (36).

PCL; koagiilasyon enzimlerinin inhibisyonunda antikoagiilant, trombin-trombomodulin
tarafindan aktive olan APC-Protein C’nin inhibitorii olarak ve iirokinazin inhibisyonunda

antifibrinolitik gorevde rol almaktadir.

Fertilizasyonda PCI : In vivo ve in vitro fertilizasyon ¢alismalar1 PCI knock-out (genleri
susturulmus) farelerin spermlerinin normal disi farelerin oositlerine baglanamadigin1 ve
fertilizasyonun gergeklesemedigini gostermistir. PCI knock-out farelerde yapilan histolojik
analizler sperm hiicrelerinin malformasyona ugradigini, normal olarak gerceklesemeyen
spermatogenezin erkek lirogenital sisteminde bulunan sertoli hiicrelerinin zarar gérmesiyle
beklenmeyen proteolitik aktivite ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. PCI, seminal
plazmada bulunan bir ¢ok enzimi inhibe etmektedir ama yine de fertilizasyonun spesifik

agsamalarinda rolii vardir.

Teoride, insan fertilizasyonu ile PCI genindeki mutasyonlarin baglantili oldugu
diisiiniilebilir (37). Ancak Gianotten ve arkadaslar1 PCI genindeki varyasyonlarla infertilite
arasinda bir iliski bulamamislardir. Bununla iliskili, Bungum ve arkadaslar1 PCI geninin 6.
ekzonunda bulunan bir varyasyon ile 5 erkekte invitro fertilizasyon sonrasi agiklanamayan

fertilize kayb1 oldugunu ortaya koymuslardir (38, 39) .
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Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonda PCI: Tekrarlayict pulmoner emboliler ve kalp
yetmezligine yol agan pulmoner arteriyel hipertansiyon nadir goriilen bir hastalik olup
sikligit milyonda bir’dir. Protein C eksikligi tarafindan olusturulan fazla pihtilagsma
bozuklugu pulmoner embolizmanin az rastlanan bir sebebidir. Nishii ve arkadaslar1 ; PCI
transgenik farelerle yapilan bir ¢alismada PCI’nin trombin inhibisyonu yoluyla pulmoner

hipertansiyon etkisini azalttigini gostermislerdir (40).

Doku Tamiri ve Rejenerasyonunda PCIl: PCI, doku tamiri ve rejenerasyonunu
hepatosit biiylime faktorii aktivatdriiniin regiilasyonunu saglayarak yapmaktadir. Hepatosit
bliylime faktorii (HGF) doku rejenerasyonunda proliferasyonu, endotelyal ve epitelyal
cesitli hiicre tiplerinin hareketinin stimulasyonunu saglayarak kritik rol oynamaktadir (35) .
HGF, hepatositlerde sentezlenmekte ve proHGFA inaktif formu halinde bulunmaktadir.
Trombin, proHGFA’nin HGFA’a aktivasyonundan sorumludur. PCI, HGFA’1 enzim-
inhibitér kompleksi olusturarak inhibe etmektedir. HGF aktivitoriiniin inhibisyonu yoluyla
PCI nin doku rejenerasyonu, tamiri ve yara iyilesmesinde 6nemli rol oynamasi akciger

rejenerasyonu tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir (41)

Proteomik Hedef olarak PCI: PCI iki tip proteomik analizde: Multipl skleroziste
potansiyel terapotik hedef ve prostat kanserinde biyomarker olarak incelenmektedir
(42,43). 1lk olarak multipl sklerozis lezyon tiplerinde proteinler tanimlanmus; lezyonlar
akut plak, kronik aktif plak ve kronik plak olarak smiflandirilmistir. Karsilastirmali
proteomik analizlerde bir¢ok proteinin fonksiyonu tanimlanamamasmna ragmen
koagiilasyonda yer alan doku faktorii ve protein C inhibitoriiniin kronik plakda yer aldig:
goriilmiis ve islevselligi kanitlanmistir. Otoimmiin ensefalomiyelitli farelerde hastaligin
siddeti in vivo deneylerle rekombinant APC veya hirudin kullanilarak azaltilmistir. Bu
deney PCI’nin multipl sklerozis i¢in potansiyel hedef oldugunu ve APC nin de terapotik
bir segenek oldugunu diisiindiirmiistiir. PCI nin kanser, kanser gelisimi ve fertilizasyondaki
onemli rolii goziiniine alinarak prostat kanserinde biyomarker olarak kullanilmasiyla
iligkili yapilan diger proteomik ¢aligmada PCI peptidinin biyokimyasal mekanizmasinin

tam olarak aydinlatilmasi i¢in yeni deneylere ihtiyag duyuldugu sonucuna varilmistir (44)
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2.2.2. Protein C inhibitér Geni (PCI/ SERPINAS5)

PCI, 57kD molekiiler agirlikli tek zincirli bir glikoproteindir. Insan PCI’nin primer dncii
yapisinin 5’ucunda kodlama yapmayan bir bolge, 19 aminoasitlik sinyal peptidi, 387
aminoasitlik olgun protein, sonlandirma kodonu (stop kodon), 3° ucunda kodlama

yapmayan 839 baz ciftlik bir bolgeden olustugu bilinmektedir.

Molekiil, igerisinde 5 tane glikozilasyon bolgesi igerir: 3 tane Asn-X-Ser/Thr dizileri, 2
tane Thr/ Ser-X-X-Pro dizileri. Insan PCI geni 14. kromozomun uzun kolunda 32.1
(14932.13) lokalize olan, 45702 Da agirliginda, 5 ekzon, 4 intron’dan olusan bir gendir
(45). Gen, 5’ ucunda transkripsiyon faktorii Sp-2 baglanma bolgesi, Aktivator protein (AP)
baglanma bolgesi, inverted Ap baglanma bdlgesi gibi ¢esitli cis elementleri igerir ancak
TATA kutusu ve CCAAT kutusu sekanslarin1 icermez. PCI aminoasit dizileri tiirler
arasinda sirasiyla maymun, sigir, tavsan, sigan, hamster ve tavukta %93, %71, %72, %62,
%63 ve %46 benzerlik gostermektedir (31).

Caligmada pediatrik inme tanis1 almis hastalarda olas1 PCI gen degisimlerini belirleyerek
Tiirk populasyonunda ilk kez PCI ile pediatrik inme arasindaki iliskiyi ortaya koymak

amagclanmistir.

2.2.3. Pediatrik inme

Inme; bir serebral damarin tikanmasi sonucu bir infarkt ya da anormal bir damarin
yirtilmasi (anevrizma) ya da beyin parankiminde arteriyel yirtilma sonucu spontan kanama
ile gelisen bir sendromdur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ise inmeyi; ani gelisen, 24 saat
veya daha uzun siiren, 6liime yol agabilen, damarsal kokenli, fokal veya global serebral
fonksiyon bozuklugu ile olusan klinik bulgular olarak tanimlamistir. inme, diinyanin en
onemli iigiincii biiyiik 6liimciil hastaligidir (46). Ulkemizde inme sikligi ve prevalansina
dair saglikli bilgiler bulunmadig i¢in epidemiyolojik veriler daha ¢ok Bati toplumlarina
dayanmaktadir. Bat1 toplumlarinda epidemiyolojik veriler toplumlarin %0.2 sinin her yil
inme gegirdigini gostermektedir (47). Inme geciren kisilerin iigte biri ertesi yil 6lmekte,
ticte biri sakat kalmakta, tigte biri ise kismen iyilesmektedir. Toplamda her y1l 660/milyon
kisi inmeden dolayr yasamini kaybetmekte, yasayan 1300/milyon kisi ise inmeden dolay1

degisik derecelerde sakat kalmaktadir.

15



2.2.4. Risk Faktorleri

Inme tedavisindeki yeni gelismelere ragmen epidemiyolojik ¢alismalarla risk faktdrlerinin

belirlenmesi tedavi ve koruyucu hekimlik agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Risk faktorleri degistirilemeyen ve degistirilebilen risk faktorleri olarak kategorize

edilmektedir.

Tablo 2.1. inmede risk faktorlerinin siniflandirilmasi

|- Degistirilemeyen Risk Faktorleri
a) Yas

b) Cinsiyet

c) Irk

d) Aile oykiisii

I1— Degistirilebilen Risk Faktorleri

a) Kesinlesmis Faktorler b) Kesinlesmemis Faktorler

1. Hipertansiyon

2. Degisik derecelerde glukoz intoleransi
3. Kalp Hastaliklar1

4. Hiperlipidemi

1. Alkol Kullanimi1

2. Obezite

3. Beslenme Aliskanliklari
4. Fiziksel Inaktivite

5. Sigara 5. Hiperhomosisteinemi
6— Asemptomatik karotis stenozu 6. Ilag Kullanimi ve Bagimlilig
7— Orak hiicreli anemi 7. Hiperkoagiilibilite

8. Hormon Tedavisi

Tiim inme tipleri i¢in bagimsiz bir faktor olan yas ilerledikge inme riski artmaktadir.
Yapilan aragtirmalarda 55 yasindan sonraki her 10 yilda inme riskinin 2 kat artis
gosterdigini ortaya koymaktadir (48). 55-64 yaslarda yillik inme insidans1 1.7-3.6/1000
kisi, 65-74 yas aras1 4.9- 8.9/1000 kisi, 75 yastan sonra 13.5-17.9/1000 kisidir (49,50).
Kadinlarda 55- 64 yas arasi inme insidansi erkeklere gore 2-3 kat daha azdir. 85 yasina

dogru ise bu fark azalmaktadir. Geng¢ kadinlarda gebelik ve oral kontraseptif riski
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artirirken, ileri yaslarda olan erkeklerde kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle meydana

gelen erken 6liim neden olarak gosterilmektedir (51).

Hastalik {izerine 1rk ve etnik kokenlerin etkisine bakilarak yapilan ¢alismalarda ise siyah
irkta beyaz irka gore inme insidansinin daha yiliksek oldugu bulunmustur (52)

Degistirilemeyen risk faktorlerinden aile dykiisiiniin risk faktorii olmasinda ise beslenme
aligkanliklari, benzer yasam tarzlari, ¢evresel faktorler ve bazi genetik 6zellikler rol
oynamaktadir. Baz1 hastalarda metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninde bir ya da
daha fazla mutasyon olmasi kanda homosistein seviyesinin artmasina neden olmaktadir.
Faktor V Leiden (FVL) mutasyonu, protein C, protein S eksikligi ve diger faktor
eksiklikleri ven6z tromboz riskini artirmaktadir. Cesitli koagiilasyon faktorleri otozomal
resesif olarak kalitilmaktadir ve cocukluk doneminde intranial kanamalara yol agmaktadir.
Inmenin genetik komponentlerini arastiran bir ¢alismaya gore cesitli haplotip tipleri ile
inme arasinda iliski oldugu ortaya konulmustur ancak heniiz patojenik olarak bir mutasyon

saptanamamustir (53).

Degistirilebilen risk faktorlerinden; hem iskemik hem hemorajik inme i¢in major risk
faktorli olusturan hipertansiyon da kan basinci ne kadar yiiksekse inme olasilig1 da o kadar
artmaktadir (54). Bir diger faktor olan sigara ise koagiilabilite ve kan viskozitesini artirir,
fibrinojen diizeyini yiikseltir, trombosit agregasyonunu hizlandirir ve kan basincini
yiikseltir. Hemen hemen tiim inme risk faktorlerinin incelendigi genis 6lgekli ¢aligsmalarda
(55) sigara i¢iminin iskemik inme ic¢in kuvvetli bir risk faktorii oldugu, diger risk
faktorlerine gore diizeltme yapildiktan sonra riski yaklasik 2 kat arttirdigi ortaya
konulmustur. Ayrica sigaranin hemorajik inme riskini de 2 ile 4 kat arttirdig belirlenmistir.
Diabetes mellitus inme i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir ve yapilan c¢alismalarda diyabet
mellitus’un biiyilk damar aterosklerozunu hizlandirdigy, diisiik ve yiiksek dansiteli
lipoprotein kolesterolleri iizerine olumsuz etkide bulundugu ve hiperinsiilinemi yoluyla
aterosklerotik plagi biyiittiigli gosterilmis ve inme icin 1.8-6 kat risk getirdigi
gosterilmistir (56).

Semptomatik ve asemptomatik kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklarla
giiclii bir iliski icerisindedir. iskemik inmelerin %15-20 si kalp kaynakli embolidir. Yash
kisilerde kalp kokenli embolilerin 2/3’sini olusturan en Onemli sebep atriyal

fibrilasyondur. Atriyal fibrilasyon (AF) en sik goriilen aritmidir ve AF’li hastalarda yillik
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inme orani %5’dir. Bununla beraber, bu oran farkli hasta alt gruplarinda ¢ok degismekte

ve yilda % 0,5-12 arasinda degisen oranlar goriilebilmektedir (57).

Serum lipid bozukluklar1 koroner arter hastaliklari i¢in kanitlanmis bir risk faktorii
olmakla birlikte iskemik inmeyle iliskisi tartigmalidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar
serum kolesterol diizeyi 240-279 mg/dl degerlerinde riskin 1.8; 280 mg/dl iizerinde ise 2.6
oldugunu gostermis hiperkolesteroleminin iskemik inme riskini artirdigi seklinde sonug

vermistir.

Asemptomatik karotis stenoz inmenin sik goriilen nedenlerinden biridir. Asemptomatik
%50-99 karotis darligi olan kisilerde yillik inme riski %1 ile %3.4 arasinda degismektedir.
Ozellikle hizli progresyon gosteren darliklarda bu risk stabil darliklara gore daha yiiksektir.
%75 in altindaki darliklarda yillik inme riski, %1.3 iken, % 75 in iistiindeki darliklarda
%3.3’ tiir. (58)

Orak hiicreli anemiye bagli inme modifiye edilebilir, yasam tarzina bagli olmayan bir risk
faktoriidiir. Orak hiicreli anemi otozomal resesif olarak kalitilan bir hastalik olup anormal
gen iriinii degismis bir hemoglobin B zinciridir.. Prevalansi ¢ok diisiik olan bu hastalikta

inme riski ¢ok yiiksektir, 20 yasina kadar inme prevalanst %11°’dir (59)

Kesinlesmemis Risk Faktorlerinden alkol kullaniminin inme i¢in risk faktorii olup
olmadigr miktariyla orantilidir. Az miktarda alkol tiiketiminin HDL kolesterol artisi,
trombosit agregasyonunda azalma, fibrinojen azalmasi gibi mekanizmalarla iskemik inme
riskini azalttigt One siriiliirken, yiliksek miktarlarda alkol tiiketiminin hipertansiyon,
hiperkoagiilabilite ve kardiak aritmilerde artisa yol acarak riski artirdigi bilinmektedir

(60).

Obezite tanim olarak, viicut kitle indeksinin (VKI) (kg/metre?) >30 olmasidir. inme ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili olarak goriilen obezite tipi abdominal obezitedir.
Ozellikle erkeklerde sik gdriilen abdominal obezite, genellikle hipertansiyon, diyabet ve
hiperlipidemi ile birlikte oldugundan, inme icin risk faktorii olarak kabul edilmektedir

(61).
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Yapilan aragtirmalar fiziksel aktivite, diyet ve inme arasindaki iliski oldugunu
gostermektedir. Orta ve yiiksek dilizeyde fiziksel aktivitenin inme riskini azalttigi bu
durumun HDL kolesterol seviyesinin artisina bagli olabilecegi ortaya konmustur. Konuyla
ilgili diyette tahil, sebze, meyve ve balik tiiketiminin koruyucu oldugunu gosteren

caligsmalar da vardir (62).

Plazma homosistein diizeyinin 16 mikromol/L {izerindeki degerleri hiperhomosisteinemi
olarak kabul edilmektedir ve homosistein konsantrasyonu yasla birlikte artmaktadir. Bunun
yanisira vitamin B12, folik asit ve vitamin B6’ nin ¢evresel eksikligi homosistein
metabolizmasin1  etkileyerek dolasimda serum homosistein seviyesini ylikseltir.

Homosisteineminin inme ile arasindaki iligki tam olarak aydinlatilamamuistir (63).

Ilag kullanimi1 ve bagimlilig1 ile inme arasinda iliski oldugu bilinmektedir ve inmeyle en
cok iliski kurulan madde kokaindir. Amfetamin, eroin gibi diger maddelere bagimliligin
inme riskini (hem iskemik hem de hemorajik) arttirdigi bilinmektedir. Bu ilaglar kan
basincinda degisime yol agmakta, embolilere neden olmakta, hematolojik anormallikleri de

yol acarak, kan viskositesine ve trombosit agregasyonuna onciiliikk etmektedir (64)

Protein C ve Protein S eksikligi, APC rezistansi, antitrombin III eksikligi ve protrombin
20210 mutasyonu gibi edinsel veya kalitilmis hiperkoagiilibilite durumlarinin venoz
tromboza yol agmakla beraber iskemik inmeyle de iliskili oldugu bilinmektedir. Ozellikle

genglerde antifosfolipid antikorlar1 da tekrarlayan inmelerden sorumludur (65).

Oral kontraseptiflerin inme riski, igeriklerindeki estradiol miktar1 ile iligkili olup, 50

mikrogramdan fazla estradiol iceren ilaglarda bu risk yiiksektir (66).

Inmeler néroradyolojik, kardiyolojik, hematolojik ve biyokimyasal tetkikler géz Oniine
alindiginda serebral iskemi, intraserebral hemoraji ve subaraknoid kanama olmak {izere li¢
ana grupta toplanmigtir. Iskemik inmeler, tiim inmelerin %80-90’m1 olusturmaktadir ve
dogal inhibitorlerin eksikliginin de bu klinik tablonun ortaya ¢ikmasinda etkin oldugu
bilinmektedir. Iskemik inmelerde aterosklerozun roliiniin %27-43 oldugu bildirilmistir
(67). Beyin dokusunun iskemiye toleransi ¢ok sinirlidir. Beyini besleyen damarlarda kan
akimi kesildigi zaman iskemiye hassas bolgelerde ¢ok kisa bir siirede kalict hasar meydana

gelmektedir. Beyin kan akimi normalin %20 sinden daha fazla azaldigi zaman beyin
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dokusundaki Adenozintrifosfat (ATP) hizla tilkenmekte, anoksik depolarizasyon dalgalar1
¢tkmakta ve hiicre ici Ca’" miktar1 artmaktadir. Kalsiyum; proteaz, endoniikleaz, fosfolipaz
ve kinaz gibi bir¢ok katabolik enzimin aktivasyonuna neden olurken, mitokondriyumlarda
sisme ve fonksiyon bozukluguna da yol agarak hiicrenin enerji kaynagin1 bozmaktadir.
Ayrica olusan serbest oksijen radikalleri, nitrik oksit ve peroksinitrit de ¢esitli yollarla

apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiine katkida bulunmaktadir.

Hemorajik (Kanamali) iskemiler ise kanamanin oldugu anatomik bdolgeye gore
intraserebral ve subaraknoid kanamalar olmak iizere smiflandirilirlar. inme altgruplarmin
goriilme sikligi subaraknoid kanamalarda %3-10, intraserebral hemorajide ise %10-15
olarak bilinmektedir (68).
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2.3. HOMOSISTEIN

Homosistein  (2-amino-4-merkaptobiitirik ~ asit), metioninden bir metil grubunun
ayrilmasiyla ortaya c¢ikan, proteinin primer yapisinda yer almayan kiikiirtli bir
aminoasittir. Ik olarak 1932 yilinda Butz ve du Vigneaud tarafindan tanimlanmustir (69).
1952 yilinda aragtirmacilar insiilin ile ilgili bir ¢alisma yaparken konsantre asit ile
muamele edilmis metiyoninden bir ara {riin elde etmisler ve deney sirasinda
arastirmacilarin insiilinde metiyoninin yoklugunu bilmemeleri ve insiilinde bulunan siilfiirii

hesaba katmalar1 homosisteinin kesfini saglamistir.

2.3.1. Homosistein metabolizmasi

Homosistein, diyetle alinan ve endojen proteinlerden sentezlenen metiyoninden metabolize
olan thiol’lii esansiyel bir aminoasittir. Tiim hiicrelerde bulunan metiyonin, hem protein
sentezi hem de S-Adonozilmetiyoninin (SAM) olusmasini saglayan bir maddedir.
Metiyoninin ihtiva ettigi metil grubu, adenozin 3-fosfat (ATP) ve metiyonin adenozil
tranferaz enzimleri (MAT 1, 11, III) ile SAM’e doniisiir. SAM organizmalarda baglica metil
grubu vericisidir (70). Bu doniisiim metiyoninin kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil
grubunun baglanmasiyla gerceklesir ve adenozil grubunun aktarilmasiyla kiikiirt atomu
pozitif yiik ile yiiklenir. Bu durum sonucunda kiikiirt olduk¢a reaktif bir duruma gegerek
icerdigi metil grubu akseptor, substratlarca kolayca transfer edilir ve sonucunda S-
Adenozil Homosistein (SAH) olusur. Bu molekiil de daha sonra adenozin ve homosisteine
hidrolizlenir (70).

Homosistein kofaktor olarak vitamin B12 (kobalamin) kullanilirsa remetilasyonla tekrar
metiyonine veya vitamin B6 kullanilirsa transsiilfiirasyonla sisteine olmak tizere iki yolla
metabolize olmaktadir. Remetilasyon yolunda homosistein kofaktor olarak vitamin B, nin
substrat olarak da 5-metiltetrahidrofolatin (5-MTHF) kullanildigi ve metiyonin sentaz
(MS) enziminin gdrev yaptig1 bir reaksiyonla metillenir ve metiyonine tekrar doniisiir. Bu
metabolik yolun substrati olan 5-MTHF termolabil MTHFR enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla metilentetrahidrofolat (MTHF)’tan sentezlenir. Transsiilfiirasyon yolunda ise
homosistein, kofaktér olarak vitamin Bg'y1 (pridoksin) kullanan sistationin beta sentaz
(CBS) enzimi aracilifiyla sistationine ¢evrilir. Sistationin ise vitamin Bg'nin
kofaktorliigiinde sistationinaz enzimi ile sistein ve a-ketobutirata gevrilir, a-ketobutirat ise

2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite pargalanir (71).
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Remetilasyon yolu

Metiyonin
Tetrahidrofolat (THF) ( o DNA
Folat NN, -ciimetil glisin S-adenosil metiyonin S[ RNA
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(CH.THF) Betain Sl
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hidrofolat —_— r/"
o ip i CH,THF)
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Sistativonin
cYs l 86 —|Transs£‘|lfﬂrasyon yolu
CBS  Sistatiyonin B-sentaz Sistein
CYS  y-sistatiyonaz
ms Metiyonin sentaz l
MTHFR Metilen tetra hidrofolat redliktaz

Silfat [SO4=)

Sekil 2.6. Homosistein metabolizmasinda yer alan yolaklar

Homosistein metabolizmasi, karigik goriinmesine ragmen oldukga diizenli bir feed back
mekanizmasina sahiptir. Eger metiyonin dengesi bozulmussa ve SAM diisiik
konsantrasyonda bulunuyorsa, homosistein oncelikle metiyonin olusumu i¢in metiyonin
sentaz (MS)’in  goérev aldigi remetilasyon yoluna yonelir. Homosistein diizeyi
yiikseldiginde ise S-Adenozil homosistein miktar1 artar. Cok sayida metabolik etkilere
sahip olan SAH, farkli baglanma bdlgelerinde SAM ile rekabet igindedir ve bu 6zelligi ile
metilasyonu engelleyebilir. Bu sebepten arastiricilar, SAM/SAH oran1 metilasyon
dongiisiinde indikator olarak gorev alabilecegini diisiinmiislerdir (72). MTHFR enziminin
katalizledigi bir reaksiyon sonucu olusan metilentetrahidrofolat ise metiyoninin

homosisteine doniisiimiinde MS i¢in substrat olmasi nedeniyle 6nemli bir isleve sahiptir.

Insan plazmasinda, homosistein birka¢ formda bulunur. Yaklasik %70-80’i temel olarak
albiimine olmak iizere proteinlere disiilfid baglar1 ile bagldir. Geri kalan homosistein
oksitlenerek dimerler (homosistin) veya sisteinle birleserek mikst disiilfidler olusturur.
Total plazma homosistein komponentleri ve yiizdeleri Cizelge 1.2°de verilmistir (Ueland et
al,1993). Homosistein, ¢ok kiiclik bir oranda (<%1) dolasimda serbest olarak bulunur.
Toplam homosistein biitlin bu serbest ve bagli biokimyasal homosistein tiirlerinin
toplamimi tanimlar. Pekcok arastirmada, saglikli yetiskinlerde total homosistein
konsantrasyonu plazmada 5-15 pmol/L, serumda ise 13-18 umol/L olarak tespit edilmistir.
Pediatrik hastalardaki normal degeri 3.7-10.3 umol/L’dir (73,74).
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Koroner, serebrovaskiiler ve periferal vaskiiler hastalikli bireylerde genellikle hafif bir
homosisteinemi gozlenmektedir (12-25 umol/L). Buna karsilik eger renal fonksiyon
bozulursa ya da birey renal hastaligin son sathasindaysa, total homosistein orta seviyedeki
konsantrasyonlara erigebilir (25-50 umol/L). Daha {ist sinirlardaki homosistein diizeyi ise

(50-500 umol/L) hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir (75).

Cizelge 2.1. Total plazma homosistein komponentleri ve yiizdeleri

Indirgenmas (rediikre)

k]
Homousten "OOCCHCH,CH,-5H %%l
Yitkseltgenmus (Oksidize)
'i‘"":i
Homosisun “OOCCHE -5 %23-10
bt S .
"00CEHEH CHyS Normal oran 5-15 nmeol/L
H; Arzulanan <10 pmol/L
Mikst desulfidler: g Hipf‘l.'lloll]Q?jf\T‘f‘iﬂf'llli
Proteune baglh homosisten 'UQCJ:HCHQCH‘-.-E %680-90 Hafif 15-25 unml 'L
| —
CFrowin_»-5 Orta 25-50 pmol/L
s Agur 50-500 pmol/L
Sistinkh homosistein “OOCCHEH,CH,-8 9%5.10
_UUC'I:H:HE—S
N

2.3.2. Homosistein Diizeyini Etkileyen Faktorler

Homosistein diizeyinin degisimi kisisel ozellikler, yasam tarzi, gegirilen hastaliklar,
kullanilan ilaglar gibi bir¢ok fizyolojik etmenden kaynaklanacagi gibi genetik kokenli de

olabilir.

a. Kisisel ozellikler: Yas, cinsiyet ve sigara kullanimi gibi etmenler sayilabilir. Kadinlar,
erkeklerden daha diisiik homosistein diizeyine sahiptir ve bu diizey yasla birlikte artar. Bu,
kismen vitamin durumuna baghdir; fakat cinsiyet hormonlarimin etkisinden de ileri
gelebilir. Plazma homosistein seviyeleri kadinlarda menapozdan sonra artar. Bu da
erkeklerle karsilastirilan kadinlarda yasla ilgili artis1 agiklayabilir. Asirt sigara, alkol ve
kafeinli kahve igen kisilerde homosistein diizeyi yiikselirken fizyolojik aktivite ile bu
diizey diismektedir. Bu tiir hayat tarzi faktorlerinin etkisi kadinlarda erkeklerden daha

belirgindir. Kronik alkoliklerde, etanolin vitamin durumunu etkilemesi sonucu
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homosistein diizeyi artarken; orta derecede etanol tiiketenlerde homosistein diizeyi

diismektedir. (76)

b. Klinik Hastahklar ve Kullanilan ilaclar: Kronik bobrek yetmezligi, akut lenfoblastik
l6semi ve diyabet hastaligt olan bireylerde yiiksek homosistein diizeyi yapilan
arastirmalarla gosterilmistir. Diyetle alinan vitamin Bg, Bj, ve folat diizeyi ile homosistein
diizeyi de ters orantilidir. Kullanilan metotreksat (dihidrofolat rediiktaz inhibitorii),
Fenitonin ve karbamezapin (folat antagonistleri), Nitrik oksit (vitamin B12 antagonisti), 6-
azouridin triasetat (vitamin B12 antagonisti) tiirevi ilaglarin da homosistein diizeyine olan

etkileri bilinmektedir.

c. Genetik Faktorler: Homosistein metabolizmasini olusturan temel yolaklar olan
transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarindaki enzimatik anormallikler konjenital veya
kazanilmis olabilir. Homosistein metabolizmasinda rol oynayan sistatiyonin 0 sentaz
(CBS), metilentetrahidrofolat reditktaz (MTHFR), Metiyonin sentaz (MS) gibi enzimlerin

kalitimsal defektlerinde hiperhomosisteinemi goriilebilmektedir.

Homosistein diizeyinin dengelenmesi remetilasyon yoluyla olabildigi gibi CBS enziminin
gorev aldig transsiilfiirasyon yolu ile de saglanir. CBS enziminin katalizledigi reaksiyonla
homosistein sisteine indirgenir. CBS enziminin aktivitesinin azalmasi baslica ii¢ tip
hastalikla iliskilendirilir. Birincisi homozigot olarak goriilen CBS eksikliginin sebep
oldugu homosisteiniiri (77), ikincisi CBS’deki kismi bir eksiklik ise hafif seyreden
hiperhomosisteinemi ve sonucunda aterosklerozise sebep olmasi (78) tiglincii olarak enzim

eksikliginden kaynaklanan down sendromunun goriilmesidir (79)

2.3.3. Homosisteiniiri

Homosisteiniiri ilk kez 1962 de Carson, Neil, Garritson ve ark.’lar1 tarafindan tanimlanmis
konjenital metabolik bir hastaliktir (80). Goriilme sikligi canli dogumda 1/100.000-
200.000 olan bu nadir hastalik, sistatiyonin B-sentaz (CBS), metilen tetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) ve metiyonin sentaz (MS) enzimlerinin eksikligi ile ortaya ¢cikmakta ve
otozomal resesif bir mekanizmayla kalitilmaktadir. Homosisteiniirinin = goriilme
nedenlerinden en Onemlisi homosisteinin ve sistatiyonine doniisiimiinii saglayan CBS

enziminde eksikliktir. CBS eksikligi genetik olarak heterojen olup homozigot CBS
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eksikligi daha sik goriilmektedir. Homozigot CBS eksikligi olan bireylerde
transsiilfiirasyon yoluyla homosistein katabolizmasi bozulmustur. Viicut sivilarinda

metiyonin, homosistein birikirken, sistein ve sistin miktar1 azalmaktadir (81)

Homosisteiniirinin nadir formlar1 ise homosisteinin remetilasyonunda bozulma, kobalamin
metabolizmasindaki hatalar ve belki de en 6nemlisi siddetli MTHFR defektleri sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Homosisteinin remetilasyon dongiisiinde gorevli olan MTHFR enzimi
5,10 metilentetrahidrofolati (5,10-metilenTHF) geri dOniistimsiiz olarak 5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) dontstirir. 5-metil THF ise DNA metilasyonu ve
metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar. MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon
enzim aktivitesini azaltmakta, azalan MTHFR aktivitesi 5- metil THF diizeyinin
azalmasina neden olmakta ve 5,10- metilen THF miktar ile plazma homosistein diizeyi

artmaktadir (82).

MTHFR geninde en sik goriilen C677T mutasyonu genin 677. niikleotidinde Sitozin yerine
Timin bazinin gelmesi sonucu Alanin aminoasidinin Valine donlismesiyle ortaya
¢ikmaktadir. Bu mutasyon enzim aktivitesinde azalmaya, termolabiliteye ve folat
metabolizma bozukluklarina neden olarak orta (15-30 pmol/L) veya daha yiiksek (30-100
umol/L) hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Yine ayni sekilde bu gende goriilen
bazi mutasyonlar, enzimde inaktivasyon olusturarak, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklar i¢in Onemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri

olugsmasina neden olmaktadir (83, 84).

CBS enzim eksikliginden kaynaklanan homosisteiniiri yiiksek dereceli miyop, lens
kaymas1 gibi defektlerle gozii, osteoporoz, marfanoid 6zelliklerle iskelet sistemini, erken
aterosklerozis ve trombolizm ile vaskiiler sistemi ve mental retardasyon, psikolojik
rahatsizliklarla merkezi sinir sistemi olmak iizere dort major organ sistemini

etkilemektedir.

Homosistein’in endotelyal disfonksiyona, diiz kas proliferasyonuna, ekstraselliiler matriks
proliferasyonuna, lipid oksidasyonuna, sitotoksisiteye veya koagulasyon ve trombositlere

etkisi sonucu vaskiiler hasara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (77,85)

Homosistein faktor XII ve faktor V’in aktivitelerini hizlandirip protein C’nin

aktivasyonunu baskilayarak endotelin normal antitrombotik O6zelligini degistirmektedir.
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Ayni zamanda endotelde heparan siilfat ve trombomodulin salinimini baskilarken doku
faktorii salinimini uyaran homosistein, trombin olusumunu hizlandiran protrombotik bir

ortam yaratmaktadir.

Tsai ve ark’.lar1 hiperhomosisteineminin direkt olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde
hasara neden olabilecegini, endotelin antikoagulan  6zelligini  prokoagulana
dontistiirebildigini ve in vitro diiz kas hiicrelerinde proliferasyona neden olabilecegini
gostermislerdir. Homosistein, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitogeneze ve sitotoksik

etkiye de neden olabilmektedir (86)

2.3.4. Sistationin B Sentaz (CBS) Geni

1984 yilinda Skavby ve ark.’lar1 tarafindan insan ve hamster hibritlerinde yapilan ¢alisma
sonucu CBS geninin pridoksal 5° fosfat (PLP) enzim ailesinin iiyesi oldugu tespit
edilmistir. 1986 yilinda Kraus ve ark.’lar1 yaptiklart in situ hibridizasyon deneyleriyle bu
calismay1 desteklemiglerdir. CBS, homotetromer olan 63 kDa’lik dért monomerden
olusmustur ve bu monomerler 551 amino asit uzunlugunda ve {i¢ ana yapidan meydana
gelmigtir. 63 kDa’lik tetramer sentezlenip proteolitik aktiviteye ugrayarak 45 kDa’a
indirgenir. Enzimin 45 kDa’lik aktif cekirdek bolgesi Glu 37°den Arg 413°e kadar
uzanmakta ve PLP ile bagli olarak bulunmaktadir. Bitki ve bakterilerden izole edilen
CBS’in bu 45 kDa’lik aktif bolgesi evrim boyunca enzimin en ¢ok korunmus kismidir.

Bundan dolay1 diger enzimlerle benzerligin oldugu kisim enzimin aktif bolgesidir.

HEME  PLP AdoMet
Cys52 His65 Lys119
CBS1 CBS2
1 551
70 413 416 468 486 543
L I
y — " i ——
Hem baglanma Katalitik Domain Regiilatér Domain

Sekil 2.7. CBS yapis1
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CBS geni 21. kromozomun uzun kolunda lokalize (21922.3) olup 17 ekzondan olugmakta
ve 551 aminoasit kodlamaktadir. CBS geninde bir ¢ok DNA dizi tekrarlar1 ve tek
niikleotidlik baz degisimleri bulunmaktadir. Giiniimiize kadar gende 168 mutasyon
tanimlanmistir ve bu mutasyonlarin 107 tanesini missense (yanlis anlamli) mutasyonlar
olusturmaktadir (Human Gene Mutation Database-HGMD). 1985°te Mudd ve arkadaslari
stilfiir amino asit metabolizmasi iizerine yaptiklar1 calismada CBS mutasyonlarinin en ¢ok

goriilen enzim eksikligi oldugunu gostermislerdir.
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Sekil 2.8. CBS geninde tanimlanan mutasyonlar (Kraus ve ark’larinin yaptig1 calismadan

alimmustir (87).
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Gende 8. ekzonda yeralan 833T>C degisimi, 7.intronun 3’ucu ile 8.ekzonun 5’ ucu
arasinda tanimlanan 68 b¢’lik insersiyon (844ins68) en sik rastlanan mutasyonlardir. 68
b¢’lik insersiyonun 53 niikleotidi 7.intronda , 15 niikleotidi ise 8.ekzonda yeralmaktadir.
Insersiyon islevsiz bir proteinle sonuglanan terminasyon kodonunu olusturmaktadir.
CBS844ins68 mutasyonunun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein diizeyini azalttigi
tespit edilmistir (88,89). Bu sebeple mutasyonun vaskiiler tromboembolik hastaliklara kars1
koruyucu bir etkisi oldugu diisiintilmiistiir. Arastirmacilar bu mutasyonun cis konumunda
833T>C degisimi ile beraber bulundugunu saptamis ve bu durumu T833C/844INS68
olarak rapor etmislerdir. Franchis ve ark. (2000) yaptiklar1 calismada 68 bg’lik
insersiyonun MTHFR 677 C>T mutasyonuyla beraber bulunmasinin vendz ve arteriyel

okliizif hastaliklara yol a¢tigini bulmuslardir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Karaca ve ark’lar1 11 ailede homosistiniiri tanist almis 13
hasta ile yaptiklart caligmada 12 mutasyon bulmuslardir, bu mutasyonlardan 3 tanesi
(p.D281V, p.L251P, IVS-2A>T) ilk kez tanimlanmustir. Ekzon 7, 8 ve 10 da tanimlanan bu

mutasyonlarin CBS enziminin katalitik domaini etkiledigi gosterilmistir (90).
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2.4. FAKTOR V+FAKTOR VIII KOMBINE EKSIiKLiGi

Nadir faktor eksiklikleri otozomal resesif kalitilan, 1/500000-1/2 milyon sikliginda
karsilagilan pihtilagsma faktorii eksikliklerini tanimlar. Fibrinojen, FII, FV, FV+FVIII,
FVII, FX, FXI ve FXIII tiim kalitsal faktor eksikliklerinin % 3-5’ini olusturmaktadirlar.
Kombine FV+FVIII eksikligi ise milyonda bir goriilen kanama bozuklugu olup konuyla
ilgili 2009 verilerine gore diinyada 50, {ilkemizde 22 olgu tanimlanmustir (91,92).

Faktor V (FV), pthtilasma sistemindeki en 6nemli proteinlerden biridir. Megakaryositler ve
16kositler tarafindan iiretilmekte olup trombositlerin, endotelyal hiicrelerin ve monositlerin
yiizeyinde bulunmaktadir. FV tek zincirli glikoprotein yapisinda, plazma konsantrasyonu
4-10 ng/mL olup molekiiler agirlig1 yaklagik olarak 330.000 kDa dur. FV eksikligi olan
hastalarda plazma ve trombositlerde FV aktivitesi ya yoktur ya da azalmistir. Faktor X
tarafindan aktive olan FV, protrombinin trombine donligmesini saglayan Onemli bir
kofaktordiir. FV azliginda veya yoklugunda trombin olusumu yavaslayarak fibrin olusumu
gecikir ve defektif olur. FV, Faktor Xa, Ca’" ve fosfolipid beraberce protrombinaz
kompleksini olustururlar. FV’in %80°’1 plazmada bulunurken %20 kadar1 da trombositlerde
bulunur. FV’in ana rolii trombositlerin yilizeylerinde protrombinaz kompleksi olusumuna

katilmak ve katkida bulunmaktir (93).

FV geni X kromozomu iizerinde lokalizedir ve 25 ekzon igermekte olup 2757 aminoasidi
kodlamaktadir. insan ve fare Faktdr V geni iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda degisik
mutasyonlar belirlenmistir. Bunlar icerisinde en sik goriileni Faktor V (G1691A) ve Faktor
V (H1299R) mutasyonlaridir. Her iki mutasyon da aktive edilmis protein C rezistansiyla
iligkili olarak tromboza egilimi arttirmaktadir (94,95). Faktor V (FV) eksikligi ilk defa
1947°de Owren tarafindan rapor edilmis olup Parahemofili olarak adlandirilmistir.
Otozomal resesif kalitimla nesilden nesile taginmaktadir. Faktor V eksikligi trombotik

bozukluklara yol agabildigi gibi hemorajik durumlara da yol agmaktadir (96).

A.Hemorajik Durumlar: Homozigot Faktor V eksikligi, Heterozigot Faktor V eksikligi,
Kombine faktor V ve faktor VIII eksikligi ve Faktor V eksikliginin yol actigi diger

durumlar (kombine hemofili ve APC rezistans1) olarak siniflandirilmaktadir.

B. Trombotik Durumlar: Homozigot APC rezistansi, Heterozigot APC rezistansi,

Heterozigot Faktor V eksikligi ve Heterozigot APC rezistansinin kombinasyonu ve diger
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trombotik kombinasyonlar (APC rezistanst ve plazminojen eksikliginin kombinasyonu)

olarak siniflandirilmaktadir.

FVIII pihtilasma sisteminde yeralan kendi basina proteolitik etki gostermeyen,
fosfolipitlere ve Faktor IX’a bagl bir kompleksin yapisinda Faktdr X’un aktivasyonunu

hizlandiran bir kofaktordiir.

Insan Faktor VIII geni 1984 yilinda Gitschier ve ark.’lar tarafindan klonlanmistir ve
186000 bg biiylikliigiinde bilinen en biiyiilk genlerden birisidir. X kromozomunun uzun
kolu iizerinde Xq28 pozisyonunda lokalize olmakta ve 26 ekzondan olusmaktadir. Faktor
VIII dizisi 2332 aminoasitlik onciil bir proteini kodlamaktadir 14. ekzon biitiin genin
yaklasik % 40’m1 olusturmaktadir. FVIII’in ekzonlari arasinda yer alan intronlarin
biiyiikliigii ise 200 b (intron 17) ile 32,4 kb (intron 22) arasinda degismektedir. intron
22, FVIII geni igerisindeki en biiyiik intron olmasinin yani sira 6zel yapisiyla da énem
tasimaktadir.  Intronda  FVIIIA ve FVIIIB olarak adlandirilan iki ek transkript
bulunmaktadir ve FVIII proteininin yapiminda rol almamaktadirlar. FVIIIA introna sahip
degildir ve transkripsiyonu FVIII geninin tersine yonde olmaktadir ve her ikisinin

kodladig1 proteinlerin fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir (97).

FVIII proteini kendini tekrarlayan domainli bir yapiya sahiptir. (A1-A2-B- A3-C1-C2) ve
bu domainli yapt FV ile benzerlik gostermektedir. FV ve FVIII’in agir ve hafif

zincirlerinin % 40’1 identiktir.

491 330 30 712 1048 1639 2020 2173 20

\ a1l A2 | B L _JA3 |01 c2
3| Fakior VIO

— = B T R

Sekil 2.9. FV ve FVIII Domain Yapisinin Karsilastirilmas: (Ohloft, 2001)

FVIII’ in kalitsal olarak eksikligi sonucu genetik gecis gdsteren Omiir boyu stiren kronik
komplike bir pihtilasma bozuklugu olan hemofili A meydana gelir. FVIII geni icerisindeki
degisik mutasyonlardan kaynaklanan hastalik biitiin diinyada ve degisik irklarda 1/10000

ortaya ¢ikmaktadir. Hemofili A hastasi olan bireyler kanin pihtilagmasinda rol oynayan
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FVIII proteininin kanda ya normal diizeyinin altinda olmasi ya da tamamen yok
olmasindan dolayr normal bireylerde goriilenden daha uzun bir pihtilagsma siiresi
gostermektedirler. Bu bireylerde asil sorun dis kanamalardan c¢ok eklem yerlerinde,
kaslarda ve yumusak dokularda meydana gelen i¢ kanamalardir. Faktér VIII geni ile
hemofili A hastaliginin baglantis1 acik¢a ortaya konmustur. Plazmadaki normal faktor
diizeyleri %50-150 arasinda degisir. Faktor diizeyi %0-1 aras1 olanlar agir hemofili ; %1-5
arasi olanlar orta hemofili; %5-30 arast olanlar ise hafif hemofili olarak
degerlendirilmektedir. Antonorakis ve ark.’larinin yaptigi calismada hemofili hastalarinin
yaklagik %2’ lik boliimiinde FVIII geni igerisinde mutasyonlara rastlanmamistir. Bu durum
hemofili A hastalarinda hastalifa yol agan baska lokuslarin varligini giindeme

getirmektedir (98).

Faktor V ve Faktor VIII kombine eksikligi (FSF8D) otozomal resesif gecis gosteren orta
derecede kanamalara yol agan bir hastaliktir. Bu hastalik ilk defa 1954 Oeri ve ark.’lart
tarafindan tanimlanmistir. Milyonda bir goriilen bu hastaligin kadin ve erkeklerde goriilme
siklig1 esittir. Akraba evliliklerinin daha ¢ok goriildiigi Ortadogu iilkelerinde prevalansi
yiiksektir. Bu hastalik olgularin ¢ogunda faktér V ve faktor VIII’in eksikliginden c¢ok,
“Endoplasmik retikulum—Golgi intermediate compartment” (ERGIC-53) isimli hiicre i¢i
tastyici proteinin eksikligi sonucu ortaya ¢ikar. Etkilenen homozigotlarda faktor V ve VIII
diizeyi %5-30 arasindadir. ERGIC-53 lektin aktivitesine sahip hekzamerik bir membran
proteini olup Faktor V ve Faktor VIII koagiilasyon faktorleri ile kathepsin C ve Z’1 igeren
glikoproteinlerin endoplazmik retikulumdan (ER) golgiye transportunda rol oynar
(99,100).
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2.4.1. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM-GOLGI INTERMEDIATE
COMPARTMENT (LMAN1) GENI

Sekil 2.10. ERGIC-53 iin rol aldig1 yolak

(AC: ileriye tasimim, ERES: ER c¢ikis bolgesi, FC:hizli tasiyic,, MT: mikrotiibiil, RC:
geriye tasimim, TE: tasinimi saglayan yapi)

ERGIC-53 (LMANI1); ER’a glikoproteinlerin translokasyonundan sorumlu bir sinyal
peptidine sahiptir. Bu peptid luminal, transmembran ve kisa sitoplazmik domain olmak
tizere toplam 510 rezidiiden olugmaktadir. Luminal domain N- terminal karbonhidrat
tanima domaini (CRD)(31-285. rezidiiler aras1) ve membran proksimal o helikal domain

(290-460. rezidiiler arasi) ve ug¢ kisimda yeralan domain olmak iizere ii¢ kisimdan
olusmaktadir (100).

SS luminal domain TMD cytoplasmic tail
I 1 I 1

B cro ImW—CaCFIFVWVaTVLFIGYIMY|RSQQEAAAKKFF, ,

Sekil 2.11. ERGIC-53 domain yapisi
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ERGIC-53’de C terminal ucunda yer alan lizin ve fenilalaninden olusan
507LysLysPhePhe510 dizisi ER’ daki sinyalleri diizenlemede is gérmektedir. Hauri ve
ark.’lar1 yonlendirilmis mutagenez ile bu iki fenilalanin rezidiistiniin ERGIC-53 vasitasiyla
koagiilasyon faktorlerinin  ER’den ¢ikisimi sagladigimi gostermislerdir. Bu sinyaller
luminal ve transmembran domainlerinin ERGIC-53 de intraseliiler trafigi saglamada
birlikte ¢alismasini saglamaktadirlar (101). Vollenweider ve ark.’lar1 ise yaptiklari bir
calismada rekombinant mutant ERGIC-53 de difenilalanin motifi yerine AlaAla motifini
getirmisler bu mutantin ER’ da birikimi ve geridoniisiimii engelledigini gormiisler ve
endojen normal ERGIC-53 iizerindeki dominant negatif etkiyi gostermislerdir. Simdiye
kadar dilizin ve difenilalanin rezidiilerinin uzaklastirilmasiyla meydana gelen erken

sonlanma ile iligkili sekiz mutasyon tanimlanmistir (102).

ERGIC-53 geni “’Lektin Mannose Binding Protein’” (LMAN1) olarak da bilinir. Bu gen
18. kromozomun uzun kolunda 18921 de lokalize olmustur ve 13 ekzon i¢ermektedir.

Glinlimiize kadar 47 tane mutasyon tamimlanmistir ve bunlardan en sik goriilenleri

¢.86_89insG, p.R202X, ¢.822G>A, p.K302X mutasyonlaridir.
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M-tarm

Met1Thr
23delG
NdelG
B9insG

Gly114%

dZidelC

Arg202X%
VS5 + 1G=T

T20del16bp

T8ldelT

WET-1G=A; VS 7=1G>C; IVST + 1G»A; ¢.813-822 + 62del7T2
WNS7+33insGGTT

Lys302X, GIn17X, 785delC, 841dal A, $12insA

Glu321X; 1108delTC; Gln280X
IVS9 + 2T=G, IV58 + 2T=C
1208insT, 1214delAAATG

Argd5ex
1356delC, 1271delG

CysdT5ARY
1524dels, |

g N I

—

C-term

10

1

12

r
: MNetarm
)
1
Signal peptide 84 kb defstion :
b et
V511 G=C
103delC —
IVS2 + 5G=A —
Lectin legdike
domain 249delT; 263del8bp; AspB1Tyr; AspBiAla; 210_244del3s5; 374_375insGA —
IVS3 + 1G=A
Aspi22Val;, Asp129GHu; lle136Thr; Ser14dX —

Sekil 2.12. ERGIC-53 geninde tanimlanan mutasyonlar
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2.4.2. MULTIPL COAGULATION FACTOR DEFICIENCY (MCFD2) GENI

F5F8D hastaligindan sorumlu diger bir gen ise ERGIC-53 ile 1:1 kompleks olusturan
"Multiple Coagulation Factor Deficiency 2" (MCFD2) genidir. Bu gen de kargo
reseptor gorevi gorerek FV ve FVIII’in  ER’dan Golgiye transportunda gorev
almaktadir. 146 rezidiiden olusan bu kiigiik solubl protein 16kDa’luk sinyal peptidi
araciligiyla Ca’™ iyonlarinin baglanarak ER’ dan golgiye tasinmasini saglar. MCFD2
geni yaklasik 19 kb dir ve 2. kromozomun kisa kolunda 2p21°de lokalize olmustur, 4
ekzondan olugmaktadir. Simdiye kadar tanimlanan mutasyonlarin %70’t LMANI
geninde bulunmaktadir ¢iinkii FV-FVIII kombine eksikligi ile iliskili ¢aligmalarin
baslangicini bu gen olusturmaktadir (Zhang et al,2003). MCFD2 geninde ise giiniimiize
kadar 7 tane missense/nonsense, 2 tane kiiciik delesyon, 1 tane kiiciik insersiyon, 2 tane
biiyliik delesyon, 3 tane splicing olmak {izere toplam 15 mutasyon belirlenmistir.

(HGMD)

Kigik insersivon

Missense /Nonsense Mutasyonlar

CM082933 |{GAT-TAT Asp-Tyx s | 1083393 |TGTTTTGN®AGAEaGATGATGACA | 375
CM061108 |GAT-GCT Asp-Ala 39[ Splicing Olusturan Mutasyonlar
] ] C5068210 |1'VSlas-IG-C
CMO073195 ||GAT-GTT Asp-Val 132|
| | | | €S031470 ”rvsz ds +5 G-A
CMO031409 |GACa-GAG Asp-Ghu 129 CS031471 ”NS3 ds+1 G-A
CMO083542 ||aTAC-AAC Tyr-Asn 135 Delesyonlar :
CM031410 || ATT_ACT e The 136 CD031559 .CCAGC""”TTCTCCCAACCC(#GCA
' i ' CD031560 |ATGAT *TATGAGGCAATAATT

CM082932 |TCA-TGA Ser-Term 144

Biyiik Delesyonlar
CGO73868 |35 bp c.210_244 (described at g+1omi£ DNA level)
CGO81069 (8.4 kb incl. S'UTR & ex. 1 (described at genomic DNA leve)

Sekil 2.13. MCFD2 geninde tanimlanan mutasyonlar

MCFD2’ nin N terminal yapist bilinmemekle birlikte C terminalinde 2 tane kalmodulin
benzeri EF-hand domain yer almaktadir. EF hand domaini, Ca™ baglayic1 protein
ailesinin bulundugu heliks loop heliks yapisindaki domaindir. MCFD2 sinyalleri
diizenlemekte, ER’ da lokalize olmakta ve LMANI ile interaksiyona girmektedir.
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MCFD2, LMANI1 den bagimsiz olarak FVIII’e baglanmakta ve glikolize etmektedir.
Kawasaki ve ark’.lar1 in vitro kosullarda MCFD2’nin LMAN1’ in CRD domaini ile
interaksiyona girdigini Hela hiicre hattinda (insan servikal kanser hiicre hatti) hiicrenin
yiizey glikanlarinin CRD’e baglanmasinin MCFD2’ deki etkisini yaptiklar1 deneyde
gostermislerdir (103)
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2.5. FIBRINOJEN YAPISI

Fibrinojen karacigerde sentezlenen, plazmada 160-400 mg/dL™  konsantrasyonda
bulunan, 340 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Kanin pihtilagmasinda meydana gelen
fibrin’in 6ncli maddesi olan fibrinojen trombositlerin agregasyonu, pihtt olusumunda
hemostatik dengeyi saglamada 6nemli rol oynamaktadir. Fibrinojen hiicre-matriks
interaksiyonu ile heparine, fibronektine, hiicre adezyon molekiillerine baglanmakta;
anjiyogenezde, hiicre proliferasyonunda, tiimor gelisiminde, yaralarin iyilesmesinde
gorev almaktadir (104). Fibrinojen disiilfit kopriileriyle birarada tutulan ikili identik
heterotrimerden olusan biiyiik bir hekzamerik molekiildiir. Simetrik yar1 molekiillerin
her biri 610 rezidiiden olusan 67kDa agirliginda a zinciri, 461 rezidiiden olusan 57 kDa
agirhiginda B zinciri ve 411 rezidiiden olusan 47kDa agihiginda y zincirinden
olugmaktadir. Fibrinojenin dis uclart 2a ve 2B zincirlerinin karboksi terminal
uclarindan olusup D domain olarak adlandirilmaktadir. Merkezi bolge ise tiim
zincirlerin amino terminal uglarindan olusmakta ve E domain olarak adlandirilmaktadir.
a ve B zincir ¢iftlerinin amino terminal bolgelerinde 16 ve 14 aminoasitlerden olusan

fibrinopeptid A ve B kisimlar1 bulunmaktadir (105).

C-terminus C-terminus
Ac [66 kDa)
BB [52 kDa]
1[46 kDa]

B Fibrinopeptide A
[ Fibrinopeptide B

D Domain E Domain D Domain
Sekil 2.14. Fibrinojenin yapisi
a, B, y zincirleri sirasiyla FGA, FGB ve FGG genlerini kodlamakta 4.kromozomda
50kb’lik bir bolgeyi kapsamaktadir. FGA geni 7.6 kb agirliginda olup 6 ekzon

icermekte, 3 farkli mRNA iirlinii olusturmaktadir: Transkriptin %90 i1 2.2kb’lik biiyiik

Aa zinciri olusturmakta ve bu zincir 1-5. ekzonlar igermektedir. Bilyiik a-E izoformu
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ise sadece %1-2’lik kismu alternatif splicing ile olusturmaktadir ve bu kisim 5. ekzon ,
5. intron ve 6. ekzonu igermektedir. Sonucta splice’a ugramayan transkript 5.ekzon-
intron ve 6.ekzonla biiylik a zincirini kodlamayan FGA’1 meydana getirmektedir. FGB
geni ise 8kb agirliginda olup 8 ekzondan olugsmakta, 1.5kb’lik kodlama yapan diziyle
birlikte tek 1.9 kb’lik transkripte sahiptir. FGG geni ise 8.5 kb agirliginda olup 10 ekzon
icermektedir. FGG geninde 2 mRNA transkripti alternatif splice mekanizmas: ile
meydana gelmistir: 1.3 kb’1 kodlama yapan diziden olusan 1.6 kb’lik biliyilk m RNA

pargast 10 ekzonu igermektedir ve biiyiik y zincirini olusturmaktadir bu zincir ya olarak

bilinmektedir. Kiiciik parca ise y’ yada yb olarak bilinmektedir (106,107).

Konjenital fibrinojen defektleri afibrinojenemi ve hipofibrinojenemiyi igeren kantitatif
veya Tip 1 eksiklikler ve Disfibrinojenemi ve hipodisfibrinojenemiyi igeren kalitatif
veya Tip 2 eksiklikler olmak iizere iki grupta siniflandiriimaktadir. Normal fibrinojen
seviyesi plazmada 1.5-3.5 g.L ™" olarak degismektedir. Hipofibrinojenemi, Fibrinojenin
plazmada 1.5g.L""*den az olmasi ile karakterize bir hastalik iken fibrinojenin tamamen

olmamasi ile durumu afibrinojenemi olarak bilinmektedir (108).

Disfibrinojenemi ise otozomal dominant kalitim gésteren FGA,FGB,FGG genlerindeki
herhangi bir mutasyon sonucunda fibrinojenin fonksiyonel yapisinda degisime neden
olarak fibrinopeptidlerin salimiminin  azalmasi veya tamamen yok olmasi,
polimerizasyonun gecikmesi, trombine baglanmanin azalmasina neden olan bir
hastaliktir. Hipodisfibrinojenemi de yine ayni sekilde otozomal dominant kalitim
gostermekte fibrinojen molekiiliiniin fonksiyon kayb1 ile sonuglanmaktadir. Giiniimiize
kadar 400°den fazla disfibrinojenemi olgusu tamimlanmustir. Ik kez 1968 de Blomback
ve ark.’lar1 tarafindan disfibrinojenemi mutasyonu tanimlanmistir. Disfibrinojenemideki
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunu ti¢ fibrinojen geninin herhangi birindeki heterozigot

missense mutasyonlar olusturmaktadir (109).

Afibrinojenemi; ilk kez 1920’de iki Alman fizik¢i Rabe ve Saloman tarafindan
tanimlanan otozomal resesif gecisli, hafif kanamalarla kendini gosterebildigi gibi
yasami tehdit eden ciddi kanamalarla da ortaya ¢ikan fibrinojenin plazmada
bulunmamas: durumudur. Insidans1 milyonda bir’dir. 2010 verilerine gére diinyada

goriilen olgu sayis1 350 iken iilkemizde tanimlanan olgu sayis1 20 dir. Afibrinojenemi
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cogunlukla akraba evlilikleri sonucu ortaya ¢ikar (110). “’Rare Inherited Coagulation
Disorders (RICDs) verilerine gore fibrinojen eksikliginden kaynaklanan hastaliklar en
cok Iran, Italya ve Kuzey Amerika’da goriilmektedir. Afibrinojenemi hastalarinda
kanama egilim siddetleri ¢esitlidir. En ¢ok goriilen semptom umbilical cord (gobek
bagi) kanamalar1 iken mukozal sistemdeki kanamalar, hemartrozlar (travmaya baglh
olarak eklem i¢ine kan sizmasi) ve hematomlar da goriilen diger semptomlardir. Bu
hastaligin trombotik yanina bakilacak olursa fibrinin trombin nétralize edici
Ozelliklerinin eksikliginde trombin tarafindan tetiklenen invivo trombosit agregasyonu
artmaktadir (111). Hipofibrinojenemi hastalar1 ise genelde travma ve cerrahiye bagh
kanamalarla orta derecede kanama paterni gostermektedirler. Fibrinojen eksiklikleri
sadece kolagiilasyon hastaliklar1 olarak bilinmelerine ragmen bazi hipofibrinojenemi
hastalarinda fibrinojenin hepatosit inkiliizyonlar1 seklinde biriktigi ve karacigerde

siroz’a neden oldugu Pfeifer ve ark.’lar1 tarafindan gosterilmistir (112).

2.5.1. Fibrinojen Eksikliklerinin Genetigi

FGA, FGB ve FGG genleri 4. kromozomun uzun kolu iizerinde q28 pozisyonunda
lokalize olup genel yapilar1 ve genlerin kromozom {iizerindeki yerleri 1985°de Kant ve
ark.’lar1 tarafindan tanimlanmistir. Genler sirasiyla 644, 491 ve 437 aminoasit
kodlamaktadirlar. FGA ve FGG genlerinin transkripsiyonu FGB geni ile karsilikli

oryantasyon gostermektedir.

FGG FGA FGB

3954 3855insTGA
J066_3957insT
IWVS3+1_+4delGTAA  4103_4104insC
41T 3deld, G430D

R223X VE1+1G=A 419DdedT GAdds IWVSE+1G=A
IVS1+5G=4 W253C IVE1+3A>G IVS4+1G>T Gi16X WAETX IVSG5+13C>T
A10BG  NZESD R401W W334X W4ETG
R134X E25TX T39W 4299delC WaTOX 4589T=A
J | I l |
— BV R W ST WP R % e v 5 R, et ALy ol ol A
l | I
cvgn 031 / R285H RATX
A315V YT1X
1584dalA IVE3+5G=/ H2IAZY 1195dB|T I\ 3091_3092-‘18‘#;‘\ WETHIG=T
VS2-3C>G S35aN G32X l\ R128X
IVS2+1G=A Q150X
: “1138C>T 1724_1728IneT  R166X D346y
Ya5x L383R
3_dinsC §119%
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Sekil 2.15. Fibrinojen genlerinde tanimlanan mutasyonlar

Genlerdeki mutasyonlarin dagilimina bakilacak olursa ‘> Human Gene Mutation
Database’” (HGMD) verilerine goére FGA geninde 45 missense/nonsense mutasyon
olmak iizere toplam 87 mutasyon; FGB geninde 39°u missense/ nonsense mutasyon
olmak lizere toplam 54; FGG geninde ise 63’li missense/nonsense mutasyon olmak
lizere 77 mutasyon tanimlanmistir. Toplamda mutasyonlarin % 46’s1t FGA geninde,

%29’ u FGB geninde; %25’ 1 FGG geninde tanimlanmistir. (113).
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2.6. DEV TROMBOSIT SENDROMU (MAKROTROMBOSITOPENI)

Trombositler megakaryositlerin sitoplazmik parcalanmalar1 ile olusan, ortalama 7-10
giinliik 6miirleri olan 2-3um ¢apinda kiicilik disk sekilli hiicrelerdir. Megakaryositlerin
pargalanmasi ve trombositlerin olusumu gesitli agamalarda yeralan ¢ok sayidaki sitokin
tarafindan  diizenlenmektedir. ~ Trombopoietin ~ trombosit  olusumunun  temel
diizenleyicisidir. Trombositler biri normal dolasimda bulunan dinlenme evresindeki
trombositler digeri ise aktif halde bulunan trombositler olmak iizere iki formda

bulunmaktadir (114).
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Dinlenme evresindeki trombosit Aktif halde bulunan trombosit

Sekil 2.16. Trombositler

Normal kosullar altinda trombositler diger trombositlerle ya da damar endoteli ile
etkilesmeden serbestce kan damarinda dolagsmaktadirlar. Damarda endotelde bir
zedelenme olmasi durumunda trombositlerin adhezyon, aktivasyon, agregasyon ve
sekresyon olmak {izere pihti olusumuna neden olan bir seri olaylar zinciri

tetiklenmektedir.

Kalitsal trombosit hastaliklar1 trombosit say1 eksikligi ve/ veya fonksiyon bozukluklar
sonucu koagiilasyonda primer hemostaz asamasini etkileyen ailesel ge¢is gosteren bir
grup hastalig1 icermektedir. Otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli kalitim
gosteren bu hastaliklarin toplumda goriilme sikligi kesin olarak bilinmemektedir.

Trombosit sayimi direk gozle veya tam kan sayim cihazlan ile yapilmaktadir.
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Yetigkinlerdeki normal trombosit sayisi 150-450x10°/L dir. Trombositopeni ise bu
degerin 150x10°/L altinda olmasidir. Kalitsal trombosit hastaliklari; trombosit say1
bozukluklari, agir trombosit fonksiyon bozukluklari, reseptdr sinyal iletiminde
bozukluklar, trombosit graniil bozukluklar1 ve fosfolipid bozukluklar1 olarak

siiflandirilmaktadir (115,116) .

Cizelge 2.2. Kalitsal trombosit hastaliklarinin siniflandirilmasi

1.MYHS ile iligkili bozukluklar

I. Tromhosit Say: Bozukluklarn III. Reseptdr ve Sinyal leti Bozukluklar:

1. Tromboszit Siklooksijenaz Elsikligi

2. Konjenital amepakarvosit trombositopen:

2. Tromboksan Sentaz Eleilkdifi

3 Trombositopeni-Radius Yolugu Sendromu 3. Tromboksan A2 Res. ERsiKIE:
4 X-Gecigh ITombositopend ile Diseritropoes 4. ADF Reseptor Eksikdig:

5.Lasemiye yatlunlik ile seyreden Trombositopeni
o ‘ IV. Trombosit Graniil Bozukluklar:

6.Montreal Trombosit Sendromu

7. Aldeniz Makrotrombositopenisi A Dense Grandl Bo uldar

E. a - Graniil Bozukluklarn

II. Agir Trombesit Fonksiyon Bozukiunklar: V. Fosfolipid Bozukluklar:

1. Wiskott Aldrich Sendromu 1.5c0ty, Sendromu

2. Glanzmann Trombastenisy

3. Bernard Soulier Sendromu

Trombositlerdeki bir anormallik ya da bozukluk trombositopati olarak bilinir ve bu
anormallik/bozukluk trombositlerin diisiik sayida olmasiyla karakterize olan
trombositopeni veya fazla sayida olmasiyla karakterize trombositozis olarak bilinir.
Makrotrombositopenide ise trombositlerin hemen hemen tamami birbirine yakin
biiyilikliikte olup eritrosit boyuna ulasmislardir. Dev trombosit sendromu da
makrotrombositopeni, mindr kanama ve noétrofilik inkliizyon cisimciklerinin varligi ile

karakterize otozomal dominant ge¢is gosteren bir hastaliktir.

2.6.1.MYHO Tle Iliskili Bozukluklar

MYH9 ile iliskili bozukluklar otozomal dominant ge¢is gosteren May-Hegglin
anomalisi (MHA), Sebastian sendromu (SBS), Fechtner sendromu (FTNS) ve Epstein

sendromu (EPTS) gibi dev trombosit sendromlarinin non muscle miyozin heavy chain

ITA (NMMHC ITIA) proteinini kodlayan miyozin agir zincir 9 (miyozin heavy chain 9-
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MYHY9) geninde mutasyonlar sonucu farkli klinik bulgular ile gelismektedir. Proteinin

farkli doku ve organlarda sentezlenememesi sonucu non hematolojik bulgulardan isitme

kaybi, katarakt, nefritis (bobrek iltihabi)de goriilebilmektedir (117). MYH9 iliskili

hastaliklarin ayiriminda Alport Sendromu kullanilmaktadir. Bu sendrom ilk kez Dr.

Arthur Cecil Alport tarafindan 1927 yilinda tanimlanmistir (118).

a. May- Hegglin Anomalisi: Makrotrombositopeni ile karakterize, kas dis1

miyozin tip IIA’nin kiimelenmesiyle olusan 16kosit inkliizyonlarina sahip nadir
goriilen dev trombosit sendromudur (119).

Sebastian Sendromu: 1990 yilinda Greinacher ve ark.’lar tarafindan tanimlanan
bu sendrom dev trombositlerle ve inkliizyon cisimcikleri ile karakterizedir
(OMIM 605249).

Fechtner sendromu (FTNS) ve Epstein sendromu (EPTS): Fechtner sendromu,
Alport sendromunun bir varyanti olarak rapor edilmistir. Alport sendromu ile
bobrek iltihabi, sensorindral isitme kaybi1 ve goz anormalliklerinin {i¢lii grubunu
paylagmaktadir ve makrotrom bositopeni ve Ddhle benzeri cisimcikler denen
polimorf niiveli 16kosit inkliizyonlarmin ek 6zelliklerini sunmaktadir. Epstein

sendromu, katarakt ve graniilositte Dohle benzeri cisimciklerin olmamasi ile

Fetchner sendromundan ayrilmaktadir (117).

MYH9 genindeki mutasyon sonucu olusan bu 4 makrotrombositopeninin laboratuvar ve

klinik 6zellikleri tablodaki gibi 6zetlenebilir:

Cizelge 2.3. Makrotrombositopeninin laboratuvar ve klinik 6zellikleri

Kliniksel ozellik May-Hegglin Sebastian Fechtner Epstein
Anomalisi Sendromu sendromu Sendromu
Makrotrombositopeni Var Var Var Var
Lékosit Inkliizyonu Var Var Var Yok
Isitme Sorunu Yok Yok Var Var
Bobrek iltihabi Yok Yok Var Var
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Filogenetik olarak 17 sinifta gruplandirilan miyozinlerin ikinci sinifini, sarkomerik
miyozinleri, diiz kas miyozinleri ve kas dis1 miyozinleri olusturmaktadir.(Hodge and
Cope 2000) Kas dis1t miyozin agir zincirinin NMHC-IIA, NMHC-11B ve NMHC-IIC
olmak {izere ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir ve bunlar sirastyla MYH9, MYH10 ve
MYH14 genleri tarafindan kodlanmaktadir (120).

Kas dis1 miyozinler biri disarida diizenleyici hafif zincir (20kDa) digeri igeride temel
hafif zincir (17kDa) olmak tizere iki hafif zincirden ve homodimer haldeki 230kDa’luk
agir zincirden olusmaktadir. Kas dist miyozin II molekiilii, amino terminal ucunda
globiiler bas bolgesi ve helikal olmayan karboksi terminal ucu ile sonlanan ¢ift kivriml
koldan olusmaktadir. iki tane globiiler bas, ¢ift sarmal alfa helikal yapida sarmal
olusturmus ¢ubuk fragmentini takip etmektedir. Cubuk fragmentindeki aminoasit dizisi,
yan yana gelmis iki a-heliksin arasinda olusan hidrofobik etkilesimler ile tekrar eden
yedi rezidii ile karakterizedir. Helikal olmayan kuyruk boélgesi her ii¢ kas dis1 miyozin
izoformunda da ¢ift sarmalli cubuk kismini takip eder. Bu bélge ii¢ izoform arasinda

degisik amino asit dizisi gostermektedir (121,122).

ATPaz

LEe Filament olusumu
aktivitesi

Agir
— zincirler
i (230kDa)
17k%ﬁf
. zincirler I I
| | Cubuk kisim Helikal
- — olmayan
Agir Meromiyozin (HMM) kuyrf,'k (NHT)

Sekil 2.17. Kasdis1 miyozinin yapisi (Verkhovsky et al,1995)
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Adelstein ve ark.’lar1 kas dig1t miyozin II‘nin aktivitesini aktiflestiren kritik basamagi;
miyozin hafif zincir basamagi iizerindeki serin (Ser'®) fosforilasyonu olarak

gostermislerdir ( 123).
2.6.2. MYH9 Geni

Kas dis1 miyozinlerde 5.8kb’lik m RNA transkritine sahip, NHMC-IIA smifinin
kodladigt MYH9 geni 40 ekzon igermektedir ve 22. Kromozomun uzun kolunda
22q13.1 lokalizasyonunda yer alan bir gendir. Gende simdiye kadar 27’ si missense
mutasyon olmak iizere toplam 38 tane mutasyon tanimlanmustir.

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MYH9). 1,10 ve 16. ekzonlar ATP
globiiler bas domaini ve boyun kismini kodlarken 24-26, 30, 31, 37 ,38 ve 40. ekzonlar

ise kuyruk kismini kodlamaktadir.

13 1415 23 33

22 25 26 27 31 32 3839

N;?Illlllllfll*lvlfﬂl]DDQDD?TTD[D??DDDUDW\DH:Jc

K910Q

WasC K3I7TIN R702C 194
PAsA R702* V1925
NA3K RT0SH 18 424N Pif
ASST QT08E T 14244 R1
SOtL R71&8W -.: 1447TH R1
- : 47V D194
v N E164
Bas Boyun Hellkal

Olmayan Kuyruk

Sekil 2.18. MYH9 geninde tanimlanan mutasyonlar

Simdiye kadar 20 farkli hastaligin MYH9 genindeki mutasyonlarla iligkili olabilecegi ve
bu hastaliklarin fenotipik oOzelliklerinin 6 farkli klinik belirti ile ortaya ¢iktig1
gosterilmistir. Net bir sekilde genotip fenotip korelasyonu bilinmemesine ragmen farkl
bireylerde bazi mutasyonlarin ((p.Glul841Lys, p.Argl933X, p.Aspl424Asn,
p.Aspl424His, p.Argll65Leu, p.Argl165Cys) hematolojik belirtilerle, bazilarinin ise
Alport sendromuna benzer belirtilerle (Thr1155lle, Asn93Lys, Lys371Asn, Ala95Thr,
Aspl424Tyr, del Leu1205-GIn1207; ve 3 tane gergeve kaymasi seklindeki mutasyonlar:
5779delC, 5774delA, 5828delG) ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.
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Calismanin bu boliimiinde makrotrombositopeni (dev trombosit sendromu) tanis1 almig

hastalarda MYH9 (Myosine Heavy Chain Gene) gen taramasi yapilmistir.
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2.7. GLANZMANN TROMBASTENI SENDROMU

Trombosit fonksiyonlarindan biri olan agregasyon asamasinda meydana gelen
bozukluklardan biri de Glanzmann Trombastenisi’dir. Glanzmann trombasteni (GT), ilk
olarak 1918 yilinda Dr. Eduard Glanzmann tarafindan herediter hemorajik trombasteni
olarak tanimlanmis anormal piht1 reaksiyonu ve periferik yaymada trombositlerin kiime
yapmayip tekli goriinlimleri erken tanisal kriter olarak belirlenmistir (124). 1956
yilinda ise Braunsteiner ve ark.’lar1 trombosit fonksiyon bozukluklarini incelemisler ve
trombastenileri kalitsal hastaliklar grubuna dahil etmislerdir (125). 1964 yilinda Caen ve
ark.’lar1 trombosit agregasyonunun olmadig1 15 Fransiz olgu tespit etmisler ve bunu GT
icin primer tanisal 6zellik olarak belirtmislerdir. Bu ¢aligmalardan sonra GT iki grup
altinda toplanmistir : I. Grup trombosit agregasyonunun ve pihti retraksiyonunun
olmadig1 olgular iken agregasyon olmamasina ragmen rezidiiel piht1 retraksiyonu olan

olgular ise II. Grubu olusturmaktadir (126).

GT, otozomal resesif kalitim gosteren, nadir goriilen bir trombosit islev bozuklugu olup
hastaligin goriilme nedeni trombosit membran glikoproteini olan glikoprotein 11B-
HIA nin (allbB3 integrin) yapisindaki nitelik ve nicelik degisimleridir. GplIB/IIIA
kompleksinin eksikligi veya fonksiyon bozuklugundan kaynaklanan GT de ADP,
kollajen, epinefrin, trombin ve diger ajanlarla trombosit agregasyonu olmamaktadir.
Trombositler uyarildiginda yiizeylerinde yer alan GplIB/IIIA kompleksinde bir
degisiklik meydana gelmekte bu durum von Willebrand faktér (vWF), vitronektin,
fibronektin ve fibrinojenin baglanmasi i¢in boélgelerin aciga c¢ikmasma neden
olmaktadir. vWF ya da fibrinojen birden fazla trombosit GplIB/IIIA kompleksi arasinda
capraz baglar1t meydana getirmekte ve hasarli bdlgede trombosit tikacinin olusumunu
saglamaktadir. Daha sonra GplIIB/IIIA nin sitoplazma i¢ine uzanan kismi iskelet sistemi
ile etkilesime girmekte ve boylece fibrin pihtisinin kasilmasi ile pihti retraksiyonu
gerceklesmektedir. Ayrica GPIIB/IIIA endotel tabakasinin altinda yer alan vWF ve
fibronektine de baglanarak adezyon olusturan trombositlerin artmasini saglamaktadir

(127,128).
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Sekil 2.19. Trombositlerin fonksiyonu

Hastaligin klinik seyrine bakilacak olursa; GT tanisi almis hastalarda trombosit sayisi,
hacmi ve yasam stiresi normal iken, trombositlerin agregasyon yetenegi bozuldugu i¢in
kanama diyatezi bulgular1 ortaya ¢ikmaktadir. Klinik olarak hastalarda genellikle dis eti
kanamalari,  epistaksis, gastrointestinal sistem kanamalar1 ve menoraji siklikla
goriilmektedir  (129). GT tanisinda agregometre cihaziyla trombositlerin
degerlendirilmesi yapilmakta ve akimsitometri yontemi kullanilarak hastalik
tiplendirilmektedir. Yapilan aragtirmalar GT’de trombositlerin agregometrede ristosetin
denilen bir antibiyotik haricinde higbir madde ile etkilesim sonrasinda ¢dkme
yapmadigini ortaya koymustur. Akim sitometri ¢alismalarinda ise GplIB ve GpllIA
diizeyleri CD41 ve CD61 monoklonal antikorlar1 kullanilarak belirlenmektedir. Bu
belirlemelere gére GT, li¢ alt tipe ayrilmaktadir: GP diizeyi normalin % 5’ inden az
olan olgular tip I, % 5-20 arasinda olan olgular tip II olarak siniflandirilmaktadir. Tip
IIT varyantinda ise GP diizeyleri normal veya normale yakin olmakla beraber
reseptorlerin  fonksiyonunda bir bozukluk s6z konusudur. Bu tip GT hastalarinda
trombosit fonksiyonlar1 normal olup kanama goriilmemektedir, meydana gelen

aminoasit degisimleri integrini fonksiyonsuz hale getirmektedir.

Irak Yahudileri gibi etnik gruplarda Tip I olgularin sik goriildiigli, Japonya’da ise Tip II
olgularin fazla goriilmesi yapilan calismalarda belirtilmektedir (130). Akraba
evliliklerinin sik goriildiigii Hindistan, Arabistan, Iran’da hastaligin ¢ok sik goriildiigii

bilinmesine ragmen {ilkemizde simdiye kadar tamimlanan olgu sayisi, hastaligin
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insidans1 net olarak bilinmemektedir. Konuyla ilgili 2000 yilinda yapilan bir
arastirmada GT tanist almis 177 hasta tanimlanmis ve bu hastalarda akraba evliligi orani
% 67 bulunmustur. Insidans arastirmasiyla ilgili en son calisma da 2009 yilinda

yapilmis ve hastalar arasinda akraba evlilik oran1 %87.5 bulunmustur (131).

Agir trombosit fonksiyon bozuklugu ile iligkili bir diger hastalik Bernard Soulier
sendromudur. Bu sendrom hafif dereceli bir trombositopeni olup periferde dev
trombositlerle karakterizedir ve otozomal resesif kaliim gostermektedir. Bu hastaliga
sahip kisilerin trombositleri; zedelenen damarin subendotel tabakasindaki ya da
plazmadaki vWF ile ristosetin eklendiginde reaksiyon vermemekte bodylece primer
hemostaz olugmamaktadir (132). vWF trombosit ylizeyine iki ayr1 reseptore

baglanmaktadir:

a. Ristosetin varliginda trombositlerin ana adhezyon molekiilii olan Glikoprotein
IB’ye
b. Trombositler, trombosit antagonistleriyle uyarilinca GpIIB-11I1A kompleksine

baglanmaktadirlar.

Bernard Soulier sendromu ilk kez 1969 yilinda Grottum ve Solum tarafindan geng¢ bir
hastada uzun kanama zamani, trombositopeni ve oldukga biiyiik trombositlerin varlig

ile agiklanmugtir (133).

2.7.1. Glanzmann Trombasteni Genetigi

GT ile iligkili genler Glikoprotein IIB (GplIB /ITGA2B) ve Glikoprotein A
(GpIITA/ITGB3) olarak belirlenmistir. GplIB/GplIIIA kompleksi integrin ailesinden
olup hiicre-hiicre ve hiicre-matriks interaksiyonunu saglayan heterodimerik bir
reseptordiir. Bu reseptorler ekstraseliiler reseptor proteinleri ile st tiste cakisirlar ve bu
baglanma Arg- Gly-Asp iceren sentetik peptidler tarafindan inhibe edilmektedir.
Northern Blot analizleri ve degisik immiinolojik calismalar GplIB’ nin sadece
trombositlerde eksprese olurken GplIIA’nin a alt biriminin vibronektin reseptdriiyle
kompleks olusturarak diger dokularda da eksprese oldugunu gostermistir (134). GplIB
ve GpllIA genleri 250 kb agirliginda olup 17. kromozomun uzun kolunda 21.31-32
pozisyonunda lokalize olan genlerdir. GplIB, 30 ekzondan olusan biiyiik bir gen iken,
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GplllA 8 ekzonlu daha kiigiik bir gendir. GplIB; o zincirini kodlarken GpllIB; 3
zincirini kodlamaktadir. o zinciri 140kDA agirliginda olup disiilfid baglar1 icerirken
kodladig1 aminoasitlerin %30-70’1 benzerdir. f zinciri ise 95 kDa agirhigindadir ve
sisteince zengin domainler igermekte olup ayni sekilde aminoasit homolojisine sahiptir.
Trombosit plazma membraninda yeralan GplIB/GpIlIA kompleksinin yapisina
bakilacak olursa yiiksek oranda glikolizasyona ugramis bu reseptdrlerin yapisinda Ca*™
baglayict domainlerin oldugu ve bu baglanma ile Ca’’larin GplIB-IIIA nin
fonksiyonunu sagladigi gosterilmistir. GplIB-GpllIA solubl haldeki fibrinojene
baglanmaktadir. Bunu trombositler ADP, trombin, kollajen gibi ajanlarla aktive
olduklarinda sekil degistirmekte GplIB-GplIIA kompleksi aktive olmakta, solubl
fibrinojen ve von Willebrand Faktor icin reseptdr olarak is goérmekte ve fibrinojen
aracili trombosit aktivasyonu yilizeydeki GplIB- GplIIA molekiilleri ile saglanmaktadir.
Fibrinojen aracili bu aktivasyon GplIB/GpllIA nin o zincirinde karboksi terminalinde
yer alan sadece fibrinojende bulunan onikili peptid - HHLGGAKQAGDYV - sayesinde

U |

olmaktadir.
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Sekil 2.20. GplIB/IIIA reseptorlerinin yapisi ve fonksiyonu (135)

GT hastaligt GplIB veya GpllIA genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu
trombosit membran proteinlerdeki kalitatif ya da kantitatif degisimler sonucu ortaya
cikmaktadir. GplIB (ITGA2B) geninde simdiye kadar 151 mutasyon tanimlanmaistir.
Bu mutasyonlarin 63 tanesini missense (yanlis anlamli) mutasyonlar olusturmaktadir.
Simdiye dek tanimlanan tekli niikleotid degisimlerinin ekzonlarda oldugu ve sonucunda
da missense ve nonsense mutasyonlarla aminoasit seviyesinde degisimlere yol agarak
normal boyutlarda fonksiyonel olmayan veya kesilmis proteinleri {irettikleri

gOriilmiistiir.
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(http://Iwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=1TGA2B)

GPIIIB (ITGB3) geninde ise toplam 92 mutasyon tanimlanmistir ve bu mutasyonlarin
biiylik oranini (59 tane) missense ve nonsense mutasyonlar olusturmaktadir. Bu gende
ilk tamimlanan mutasyon Israil ve Arap populasyonlarinda yapilan bir arastirmayla
ortaya konulmustur. Bu arastirmada 4.ekzonun splice bolgesinde meydana gelen 13
bg’lik bir delesyonun GplIB proteininde posttranslasyonel gelisimde kritik rol oynadig:
gozlemlenmis, bu durumun membranda kompleksin ekspresyonunun azalmasina yol
actigim1 ortaya koymustur (137). GplIIA geninde yapilan ilk g¢alismada ise Irak
Yahudilerinde yapilmis, genin 13.ekzonunda meydana gelen 11bg¢’lik delesyonun
frameshift (¢ergeve kaymasi) mutasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu durumun
GpllIA’nin membrana girisini Onledigi, transmembran domaininden &nce protein
terminasyonuna neden oldugunu ve ekspresyonu engelledigi bu calismayla

gosterilmistir.

Nadir goriilen bir sendrom olan GT ile ilgili caligmalardan en biiyiigli Fransa’da
yapilmistir ve bu ¢alismada yaklasik 300 vaka calisilmistir, daha sonra D’Andrea ve
ark.’larinin italya’da yaptiklari bir arastirmada ITGA2B geninde 17, ITGB3 geninde 4
tane olmak tlizere toplam 21 mutasyon tanimlanmistir. Caligmada mutasyonlarin stop
kodonu olusturmasiyla meydana gelen giidiikk proteinlerin ya da olusan missense
mutasyonlarin hastalarda kanama siddetinde biiylik farklilik gosterdigi saptanmuistir.
Kisa bir siire sonra ise Giiney Hindistanda 40 ailede yapilan bir arastirmada ITGA2B de
13, ITGB3 de 10 tane olmak iizere 23 yeni mutasyon gosterilmistir. Ayni populasyonda
45 hastada yapilan arastirmada ise 22 yeni mutasyon gosterilmistir. Biitiin bu analizler
strastyla % 62.2 oraninda Tip I, %15.5 Tip I, %22.2 ise varyant tipte hastalik meydana
geldigini ortaya koymustur.
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez calismasinda Tiirk popiilasyonunda nadir goriilen hematolojik hastaliklarda sik
goriilen mutasyonlarin ortaya konulmasi ve ileride yapilacak c¢alismalar i¢in yol
gosterici olmas1 amacglanmustir. Literatiirde daha once yapilan ¢alismalara bakildiginda
hematolojik hastaliklar kapsaminda gen taramalarinin hepsinin miinferit calismalar
oldugu goriilmektedir. Bu calisma popililasyonumuzda nadir goriilen hematolojik

hastaliklarda gen taramasinin hepsinin birarada oldugu ilk caligmadir.

4, MOLEKULER TEKNIiKLER
4.1. Cozelti ve Soliisyonlar

Bu caligmada DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini lize etmek i¢in RBC lizis
cozeltisi, fenol / kloroform karisimi; polimeraz zincir reaksiyonu iirtinlerini gérmek icin
kullandigimiz agaroz jeli hazirlamak i¢in TBE (Tris- HCI Borik asit EDTA), TAE
(Tris-HCI Asetik asit EDTA) ¢ozeltileri, Tek Iplikgikli Yapisal Polimorfizmi (SSCP)
jeli hazirlamak i¢in akrilamid bisakrilamid ¢6zeltisi, amonyum per siilfat ¢ozeltisi ve

N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamin (TEMED) soliisyonlar: kullanilmistir

4.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA’lar, kan Orneklerinden fenol/kloroform yontemiyle ekstrakte edilmis ve etanol

(Tekel, Tiirkiye) ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmas: yontemidir. {lk kez 1985 yilinda Karry Mullis tarafindan gelistirilen bu
yontem bir polimeraz enzimiyle gergeklestirildigi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu adini
almaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA klonlanmasim1  kolaylastirarak,
rekombinant DNA arastirmalarinin giiglii bir teknigi olmustur ve pek ¢ok durumda

konakgt hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir. (139)
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PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasina dayanir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in ¢ok diisiik miktarda DNA
bile yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek i¢in, hedef DNA’nin niikleotid
dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya
baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Primerler,
cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici diziler ile hibridize olur. Istya
dayanikli bir polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar1 (ANTP; A, C, T, G) kullanarak
calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar. Polimerazin ¢alismasi i¢in tampon
gorevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve KCl), ayrica énemli olan bir
kofaktér olan Mg™" iyonlar1 gereklidir. (139). PCR reaksiyonu temel olarak ii¢
asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi
(denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyon),
son olarak zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu li¢ asamaya bir PCR dongiisii
denir ve ¢ogaltilacak iiriin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina baghdir. Bu dongii sayisi
genellikle 30-40 arasindadir. Olusturulan DNA zincirlerinin sayist her dongiide iki
katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir PCR
isleminde “n” dongiisonunda kalip DNA’nim istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez
cogaltilmis olur. Islem 1s1 déniistiiriiciisii (thermocycler) denilen makinelerde, 6nceden
dongli sayist ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak
gerceklestirilir. Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi
diger islemlerde kullanilmak iizere bol miktarda hedef DNA parcalar elde edilir.
(139,140). PCR reaksiyonunda ilk asamada ¢ogaltilacak olan cift zincirli DNA 90-
95°C’de yaklasik 5 dakika 1sitilmak suretiyle denatiire olur ve tek zincirli hale getirilir.
Ikinci adimda sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiiriilerek (baglanma sicaklig)
primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir. 15-30 niikleotid uzunlugunda olan
yapay oligoniikleotidlerden olusan bu primerler; ¢ogaltilacak DNA’ nin
sinirlandirilmasi i¢in baslangic noktas: ve bitis noktasi olarak gorev yaparlar. Ugiincii
asama olan DNA sentezi asamasi ise 70-75°C sicakliklar1 arasinda gerceklesir. DNA
polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin

uzamasini saglar ve hedef DNA'nin iki zincirli kopyasini olusturur (140).

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole
edilen 1s1ya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiliksek 1silarda iyi ¢alismas1 ve

hizli DNA sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir. PCR’dan 1yi sonug
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alinabilmesi degisik faktorlere baghidir. Bu faktorler; reaksiyonun pH’1, kullanilan
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya olan spesifikligi, sicaklik degerleri ve reaksiyon icin
gerekli olan diger kimyasal maddelerin konsantrasyonlaridir. Taq DNA polimerazin iyi
caligabilmesi i¢in en etkin oldugu pH’in tim uygulama boyunca korunabilmesi en
onemli faktorlerdendir. Bu amagla reaksiyonlarda son konsantrasyon 10 mM olacak
sekilde Tris.HCl pH:8.4 tampon olarak kullanilmaktadir. PCR karigiminda 50-60mM
diizeyinde potasyum ve 100 pg/ml jelatin bulunmasinin ¢ogalmayr 6nemli miktarda
artirdigr  saptanmistir. Magnezyum (Mg); +2 degerlikli olup DNA polimeraz’in
caligmasini saglayan en onemli faktordiir. Sahip oldugu pozitif yiik sayesinde negatif
yikli DNA molekiilleri arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiillerine
baglanmasin1 kolaylastirir. DNA, dNTP ve proteinlerin tiimii magnezyum (Mg)
iyonlarina baglandig1 i¢in her PCR reaksiyonunda Mg konsantrasyonu ampirik olarak
ayarlanmalidir. Fazla Mg miktar1 Taq DNA polimeraz enziminin spesifikligini
azaltirken, az miktarda olmasi enzim aktivitesini diisiiriir ve enzim inaktivasyonuna yol

acar (139).

Reaksiyonun gerceklesmesi igin gerekli bir diger kimyasal dNTP’lerdir. Reaksiyon
icerisindeki son konsantrasyonlar1 dANTP basina 2 mM olacak sekilde kullanilmalidir.
Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP ve dGTP’nin konsantrasyonlarinin
esit olmas1 dogru iiriin elde edilmesi acisindan 6nemlidir. ANTP’nin az miktarda
kullanimi1 olusan PCR iirliniiniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlis
oligontikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki boélgelerin ¢ogalmasina neden

olur (140).

PCR spesifikliginde oligoniikleotidlerin uzunlugu 6nemli yer tutar. Optimal uzunluk
yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir. Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi
kabaca Tm: 4(GC) + 2(AT) formiiliiyle hesaplanir.Bu deger oligoniikleotidlerin
niikleotid konsantrasyonlarina baghdir ve hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR
spesifikligini arttirmaktadir. Kullanilan oligoniikleotidlerin niikleotid igerikleri rastgele
ancak orantili olmalidir. Tekrarlayan diziler icermemeli, guanin sitozin oranit %50’yi
gecmemelidir. Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA bdlgesi i¢inde
sadece bir kez bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ¢iftinin
uc bolgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler

bulunmamalidir; aksi takdirde oligoniikleotidin u¢ bolgeleri birbiri iizerine kivrilarak ya
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da uygunluk gosteren bolgeler birbirine baglanarak PCR’ m olumsuz etkilenmesine

neden olur (140).

4.4. Tek Iplikcikli Yapisal Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism) (SSCP)

Mutasyon belirlenmesinde kullanilan tekniklerden biri olan SSCP denatiire olmayan
jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jelde yiiriime farkliliginin belirlenmesine
dayanir. Bu yontem ile niikleotit dizisinde mutasyon ya da polimorfizm sonucu

olusmus tek baz degisikliklerini belirlemek miimkiindiir (139).

Tek zincirli DNA parcacigr baz1 kosullarda niikleotit dizisine bagl olarak belirli bir
sekil alir. Bir baz degisimi DNA pargaciginin konformasyonunun ve dolayist ile
elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur (140). SSCP ile mutasyon
taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi oOnce PCR ile cogaltilir.
Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden tek iplikli hale getirilip,
elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel elektroforezinde go¢ hizlarina bakilarak
sonuglar degerlendirilir. Tek iplikli DNA’nin farkli bantlar gostermesi; mutasyon

olabileceginin gostergesidir.

SSCP teknigi ayn1 anda bircok drnekte mutasyon taramasini sagladigindan molekiiler
genetik caligmalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug alabilmek
icin, kullanilan PCR iiriinlintin 100 b¢’ni gegmemesi gerekmektedir. 200 niikleotitlik
bir dizide %90’1in, 400 niikleotitlik bir dizide ise %80’lik bir oranda mutasyonlari

yakalama sans1 vardir (139)

4.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA'min niikleotid dizilerinin saptanmasi
anlamina gelmektedir. Niikleotid dizilerinin saptanmasinda Maxam-Gilbert kimyasal
degredasyon yontemi ve Sanger dideoksi enzimatik yontemi olmak iizere iki temel
teknik gelistirilmistir. Her iki yonteminde dizi analizi yapilacak DNA’nin hazirlanmasi,
reaksiyonlar ve yiiksek voltaj jel elektroforezi olmak iizere ii¢ ana asamasi
bulunmaktadir. Allan Maxim ve Walter Gilbert kimyasal degredasyon ydnteminde

dizisi belirlenecek DNA parcacigimin komplementer zincirleri ayrilip zincirlerden biri
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kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5’ucundan poliniikleotid poliniikleotid kinaz enzimi
kullanilarak radyoaktif fosfor ile isaretlenir. Bu isaretlenen DNA pargasi dort ornek
olarak boliiniir. Her 6rnege, DNA'da ki bazlardan birisini tahrip edecek sekilde bir
kimyasal madde eklenir. Reaksiyon igin kisitli bir siire verilerek her tiipte farkli
pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis molekiiller elde edilir. Sonugta, kirildig:
noktaya gore, hepsi 5’ ucundan isaretli ancak boylar1 farkli bir dizi pargacik elde edilir.
Dort 6rnek karisimi daha sonra uzunluklarina gore elektroforetik olarak ayrilacaklari
poliakrilamid jel {lizerinde, yan yana dort paralel kuyuya uygulanir. DNA parcalarinin
uclar radyoaktif olarak isaretli oldugu i¢in otoradyografi ve elekroforez yontemiyle

sonug alinir (141)

Dideoksi ya da zincir sonlanma reaksiyonu olarak bilinen Fred Sanger ve
arkadaglarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri
sentezi gerceklesmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA
zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Bu yontem i¢in dizisi belirlenecek olan DNA ‘ya,
dort farkli dNTPye, dort farkli ddNTPlere, reaksiyonu kataliz edecek DNA polimeraz
enzimine ve serbest OH grubu igeren primere ihtiya¢ vardir. Ilk olarak analiz i¢in
kullanilacak kalip DNA asimetrik amplifikasyon yontemiyle hazirlanir. Boylece daha
fazla kalip DNA elde edilir. PCR’da oldugu gibi denatiirasyon, yapigma, uzama
sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla gergeklestirilir (138). Yontemde kullanilan
ddNTP’lerin 3° ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil
yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH grubu tagimadigi i¢in kendisine niikleotid
ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort
reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karisimi kalip DNA zinciri, uygun
primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az miktarda ddNTP’den sadece
birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde farkli bir ddNTP bulunur.
Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan

asagiya dogru okunarak dizi saptanir. (139)

Gilintimiizde DNA dizi analizi i¢cin Sanger’in enzimatik yontemi esasina dayali tam
otomatik kapiller sistemli ¢alisan DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar yerine
ise floresan boyalar kullanilmaktadir. (141) Sistem sahip oldugu lazer 15181
teknolojisiyle farkli 6zellikteki floresan boyalar1 algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte

bir pik olusturarak niikleotid dizisini belirler.
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5.MATERYAL VE YONTEMLER
5.1. MATERYAL
5.1.1.Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Pediatrik Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Caligmaya
pediatrik stroke (inme), homosisteiniiri ve nadir goriilen hematolojik hastaliklar
kapsaminda yeralan afibrinojenemi, Faktor V-Faktor VIII kombine eksikligi, dev
trombosit sendromu (makrotrombositopeni) ve Glanzmann trombasteni tanisi alan
hastalar dahil edilmistir. Bu hastalarm kanlar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik Hematoloji Bilim Dallar1 disinda, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematoloji Bilim Dali, istanbul Sisli Etfal Hastanesi Hematoloji Bilim Dali, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, izmir Dr.
Behget Uz Cocuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Hematoloji Bilim Dali ve Konya
Selguk Universitesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dali ile TOBB-ETU Hastanesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 boliimiinden laboratuvarimiza yollanmistir. DNA'lar1 ¢aligilacak
bireylerin calismaya dahil edilmelerine dair onam formlar1 kendilerinden ve/veya

ebeveynlerinden alinmistir.

5.2. YONTEMLER

5.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol- kloroform yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu yontem
kapsaminda; hastalarin kanlart 1 cc 0,5 M EDTA’li (Etilendiamintetraasetikasit,
Sigma, ABD) tiipler igerisine 9 cc olarak alinir. 50 cc’lik falkon tiipe konularak iizerine
( 1/2,5 oraninda) 25 cc RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum
Kloriir (NH4CI) (Merck,Darmstadt, Almanya), 10 mM Potasyum Bikarbonat (KHCO3)
(Merck, Darmstadt, Almanya), 0,5 M EDTA] ilave edilerek 20 dk buzda bekletilir.
+4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant
dokiiliir, ¢okelek tizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. RBC lizis soliisyonu
ile yikama islemine tiim eritrositler lize oluncaya kadar yani pellet beyaz renk alincaya

kadar devam edilir. Kirmiz1 kiireler elimine edildikten sonra geriye ¢ekirdekli hiicreler
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olan lokositler kalir ve dipte kalan pelletin (16kosit) iizerine 1000 pL RBC lizis
soliisyonu eklenir. Tiip iyice karistirilarak pelletin tizerine eklenen soliisyon igerisinde
lyice ¢oziinmesi saglanir. Bu karistmin 800 pL’si ependorf tiipiine alinarak -20°C’de
stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 pL bir ependorf tiipline alinarak iizerine 20 pg/ml
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (Quantum, Montreuil, Fransa), son konsantrasyonu
%0,5 olacak sekilde de %10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat, Sigma, ABD) ve 16kosit
hacminin 2,5 kat1 kadar Niikleaz Tamponu [10 mM Tris-HCI pH: 7,5 (Tris Base, Owl
Scientific, ABD-HCI, Merck, Almanya), 400 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya),
2 mM EDTA ilave edilir, 56°C’lik su banyosunda (Niive, Tiirkiye) bir gece bekletilir.

Ertesi giin 1:1 oraninda Fenol/Kloroform 25:24:1 oranlariyla sirasiyla; Fenol (Merck,
Almanya):Kloroform (Merck, Almanya):izoamilalkol (Merck, Almanya) ilave edilerek
10 dk boyunca elde iyice g¢alkalanir. 10 dk c¢alkaladiktan sonra 15 dk buza gomiilii
olarak bekletilir. Daha sonra +4°C, 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edildiginde belirgin iki
faz ayrilir. Ustteki faz yani siipernatant dikkatlice baska bir tiipe alinir ve {izerine
miktarin 1/10’u oraninda 2 M Sodyum Asetat (C2H302Na) (Sigma, ABD) ve toplam
hacmin 2 kat1 kadar %95°lik alkol (Tekel, Tiirkiye) ilave edilir. Ependorf tiipii ters diiz
edilerek DNA’nin goriiniir hale getirilmesi saglanir. Ardindan tiip -20 °C’de bir gece
bekletilir. Ertesi giin +4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir. Dikkatli bir sekilde
stipernatant dokiiliir, DNA dipte pellet halindedir. Tiip agz1 agik 10 dk kurutulur.
Kurutulan DNA 500 ml %70’lik etanol ile tekrar santrifiij edilir. Stipernatant dokiiliir ve
tiipler kurutma kagidi iizerinde kapaklar1 acik bir sekilde kurumaya birakilir. Alkol
lyice ugtuktan sonra yani etanol kokusu tiimiiyle gittikten sonra DNA {iizerine TE
soliisyonu (10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA) eklenerek bir gece 37°C’lik su
banyosunda bekletilerek ¢oziiliir. TE igerisinde ¢dziinen DNA +4°C’de veya -20 °C

saklanir.
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5.2.2. DNA’ nin Spektrofotometrik Analizi

DNA o6rneklerinin saflifi ve konsantrasyonunun belirlenmesi icin spektrofotometre
(NanoDrop ND 1000, ABD) kullanilarak 6l¢tim yapilir. 260 nm DNA’nin, 280 nm
proteinin ve 230 nm ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. DNA’nin
saflig1 degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmaktadir. 260/280
oraninin ~1,8 ve A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 olmasi DNA’nin saf oldugunu
gostermektedir. Protein, fenol veya diger kontaminantlarin varligi durumunda ise

oranlar farklilik gostermektedir.

5.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR ile genlerde hedeflenen bdlgelerin c¢ogaltilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada
pediatrik stroke hastalarinda PCI (SERPINAS) geni, homosisteiniirili hastalarda CBS
geni, FV-FVIII kombine eksikligi goriilen hastalarda ERGIC-53 ve MCFD2 genleri,
afibrinojenemili hastalarda FGB geni, dev trombosit sendromlu hastalarda MYH9 geni,
Glanzmann trombasteni tanisi alan hastalarda GplIB ve GplIIA genlerinin taranmasi
gerceklestirilmistir. Bu genlerin PCR ile c¢ogaltilmast icin 0zgiin primerler

tasarlanmigtir. Primer tasariminda Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/) programi

kullanilmistir. Tasarlanan primerlerin 6zgiilligiiniin kontrolii igin NCBI ( National

Center for Biotechnology) veritabaninda yeralan Blast (http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast)

segenegi kullanilmistir. Primer-BLAST alt seceneginde yeralan forward-reverse (ileri-
geri) primer ciftlerinin insan genomunda hangi bolgeleri ¢ogalttiginin belirlenmesi ve
hedef amplikonun dizisi ile kiyaslanmak suretiyle primerlerin 6zgiilligi kontrol
edilmistir. Uygun primer ¢iftleri kullanilarak PCI geninde 5 ekzon , CBS geninde 18
ekzon, ERGIC-53 geninde 13 ekzon, MCFD2 geninde 5 ekzon, FBG geninde 8 ekzon,
MYH9 ekzonunda 7 ekzon, GplIB (ITGA2B) geninde 35 ekzon ve GplllA geninde 4

ekzonun amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir.
5.2.3.1. PCI (SERPINA5) Geni Mutasyon Analizi
PCI (SERPINAS) geninin 5 bolgesi i¢cin her biri 0.1 pg/ml konsantrasyonunda iki

primer seti kullanildi. PCR i¢in kullanilan primer setleri ve erime sicakliklar1 asagidaki

tabloda listelenmistir:
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Cizelge 5.1. PCI genine ait 5 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer setleri

Forward Primers Reverse Primers Erime
Sicaklig1

Exonl | 5’CACAGTAAGTACCGATGCCG 3’ 5" AGATGTCACTAACCCCCACCYY 57
Exon2 | 5’GGGACATCTCTGGAAAGTCAG 5" CCCCGTCTTTTATGTATGTGAG 3’ 55

3!
Exon3 | 5’TGTCTTCACTCCTTTTATTTGC3 5GACTTGGATGTCACAGGATG ¥ 54
Exond | 5’ATTATGAATCCAAGGGGTGA 3’ 5’ GGAATGAAATGGGGTAGAGTAGY 50
Exon5 | 5’ TTAGAGGTTGATGCCCATAGG 3" | 5GGAGTCTTATGAGGGGCAAA 3’ 58

PCR reaksiyonu son hacim 50 pl olacak sekilde kurulmus olup 5 ul 10X PCR tamponu
(1,25 mI(NH4)2SO4) (Fermentas, Litvanya); 1 pl 25mM MgCl, (Fermentas, Litvanya);
son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisimi
(Fermentas, Litvanya); 1 ul 10mM ileri (forward) primer (Metabion, Almanya); 1 pl 10
mM geri (reverse) primer (Metabion, Almanya); 5u/ul Taq polimeraz (Fermentas,
Litvanya); 100 ng kalip DNA (50ng/ul DNA’dan 2 ul) ve double distile su (ddH,0)’dan
olugmaktadir. Ayrica ekzon 4 ve ekzon 5 icin ekstra bantlari engellemek amaciyla
standard PCR bilesenlerine ek olarak son hacmin %10’u kadar Betain (Sigma, ABD),
DMSO (Sigma, ABD) kullanilmistir. PCR reaksiyonu yukaridaki ¢izelgede belirlenen

sicaklik derecelerinde ve belirlenen protokolde Biorad (Biorad, ABD) cihazinda

gergeklestirilmistir.
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5.2.3.2. CBS Geni Mutasyon Analizi

CBS geninin 18 ekzonu icin her biri 0.1 pg/ml konsantrasyonunda iki primer seti

kullanildi.

Cizelge 5.2. CBS genine ait 18 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer setleri

Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime
Sicakligt
Ekzonl 5’GGGAACCCCACAGCATCCGAG3’ 5’TCAGCCCTCTTGTGATCAAAAGC3’ 55
Ekzon2 S’TTTCCAGTTCTTCGAGTGTTG3’ 5’GGCCACTCATTAACCAGCGA3’ 57
Ekzon3 5S’TTTTCAGAACCCACAGACC3’ 5’TCAAAGGAAGCTAGGTTGG3’ 57
Ekzon 4-6 5’GGCCCCTCTCACCCTCTG3’ 5’GGTTCTGAAGGGTGAATAGGS’ 59
Ekzon7 S’ACTTTTTGGTTACCCACCGY’ 5S’CCTTGTCTTCCCAAACACC3’ 57
Ekzon 8 5S’CTGAACATTTAGGTCATTACC3’ S’TTTCACACGTTTTCCCTGC3’ 58
Ekzon 9 5’TGTCTGCAAAACGTGTTGG3’ 5’AGCTTCAGCCTTGTTCTAG3’ 60
Ekzon 10 5’CATGCTCCCATGCGTGCACGTGC3’ | 5’GCAGGATGGAGAGGAGCAGGG3’ 55
Ekzon11-12 | 5’CAGTGAGGTCCAGGAGAG3’ 5’AGACAGAACCCAGGACTG3’ 52
Ekzon13 5’CGCTGACCCCTGCCTGCCC3’ 5’GCCTGTAGGTGACTGCGCATC3’ 56
Ekzon 14 5S’ACTCCACAGAAAACTCGTGY’ 5’TAAAGACTGGGTGTCACTG3’ 63
Ekzon15 5’CAAGTCTAACCCCATCTCC3’ 5S’AAGTAAATGTGAGATTAAGAGG3’ 61
Ekzon 16 5’AAAAAAAAAAAGGAACACAGCCS3’ | 5’"GAAAGCGAAGGAGAAGTGG3’ 57

Diger PCR komponentleri ise; 5 ul 10X PCR tamponu tamponu (1,25 ml(NH4)2SOa4

(Fermentas, Litvanya); 1 ul 25mM MgCI2 (Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2
mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisim1 (Fermentas, Litvanya); Su/pl
Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya); 100 ng kalip DNA (50ng/ul DNA’dan 2 pl)

olusmaktadir ve son hacim 50 ul olacak sekilde double distile su (ddH,0) ile

tamamlanarak PCR gerceklestirilmektedir.
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5.2.3.3. ERGIC-53 (LMAN1) Geni Mutasyon Analizi

13 ekzondan olusan ERGIC-53 geni icin asagidaki cizelgede belirtilen her biri

0.1

pug/ml konsantrasyonunda olan primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur.

Cizelge 5.3. ERGIC-53 genine ait 13 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer

setleri

Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime

Sicaklig1
Ekzon1l | 5 TCGCGTTCCAGAATCCAA 3’ 5’ TCAGCACACCAGGGTAGC 3’ 55
Ekzon2 5" CAGTTTGGAAATGTACATTGAG 3’ 5’GGGAACAGTTAGAGGCTAG ¥’ 55
Ekzon3 | 5 CATGCCTCTAACTGTTCCC-3’ 5 CTCACAGCCTAACTCTGTTG- 49
Ekzon4 | 5 TGTAAGTCACTCATAGTAC 3’ 5” CAATGTATTTCATAAGGATTCC 3’ 57
Ekzon5 | 5 TGAAAAGCTGA TGTCTTGT 3’ 5" GAAAAGTGATACTGTAACATTG 3’ 57
Ekzon 6 | 5’GAAACAAAACTGAATAGTAGTC 3’ 5 58
ACAAGTCTACATATCCCTAA(AGC)3’

Ekzon7 | 5> AGAGTGCCATTGCCTTTACC 3’ 5> CAAACCTAAGTTAGTCTTCC 3° 60
Ekzon8 | 5’ CATGTATAGAGATATCTTAATG 3 | 5> GTCCATGATCAACAGCCTC 3° 59
Ekzon9 | 5 CACTTTGGTCACTTACGTTA 3’ 5" TCTATGAGCACATAGTACAG 3’ 62
Ekzon 10 | 5 GGGAAGTAAAGAAGAAGGGC 3’ 5" AATCACATAACACACAAACG ¥’ 55
Ekzon 11 | 5 GTGATTTTATTGTATCAAGAG 3’ 5> AGTATGAGTTCTTCCTTTCC 3’ 58
Ekzon 12 | 5 GGGGATAGAAGGTTTTCTGG 3’ 5> GAACATAGATAACTTAGTTG 3’ 58
Ekzon 13 | 5" CTGTTCATTTCAGTTCACAT 3’ 5’AATTCCCTCAAAACGACATC 3’ 58
Diger PCR komponentleri ise son hacim 50 pl olacak sekilde 5 pl 10X PCR

tamponu tamponu (1,25 mI(NH4)2SO4 (Fermentas, Litvanya); 1 pl 25mM MgCI2
(Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP,

dTTP karisimi (Fermentas, Litvanya); Su/pl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya);
100 ng kalip DNA (50ng/ul DNA’dan 2 pl) ve double distile su (ddH,O)’dan
olugmaktadir. PCR reaksiyonlarinda DMSO ve Betain (Sigma, ABD)’den de

kullanilarak reaksiyon gii¢clendirilmistir.
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5.2.3.4. MCFD2 Geni Mutasyon Analizi

ERGIC-53 geniyle iliskili olan MCFD2 geni 14 ekzondan olugmaktadir. Bu ¢alismada
mutasyon siklig1 en fazla goriilen 5 ekzon ¢alismaya dahil edilmistir. Ve ilgili primer

setlerinin her biri 0.1 pg/ml konsantrasyonunda olup asagidaki ¢izelgedeki gibidir:

Cizelge 5.4. MCFD2 genine ait 5 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer

setleri

Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime Sicaklig

Ekzon 1 | 5 TATGGATAGGAAGGGCCTCA 3’ | 5 TTCTTGGGTCATACGCCTATCT 3’ | 55

Ekzon 3 | 5 GTCAGTCCCGCCAGTGCT 3’ 5" CTTACGGTCTCCGAAGCAGA 3’ 58

Ekzon 5 | 5> TAGATCCGCTGTGGGATAGG 3’ | 5 TTCTGCAAAGGGACTTCAGG 3’ 57

Ekzon 8 | 5> CACAGTGCACGACCAAGAGT 3’ | 5> GGCCTAAAGATCTTCCACCTG 3 | 55

Ekzon 9 | 5> CTGTCAATTGGCCTGAACCT 3> | 5 GAGTTCAAGACCAGCCTTGG 3’ 64

Bu primer setlerinden 2 pl kullanilarak son hacim 50 pl olacak sekilde 5 pl 10X PCR
tamponu (Fermentas, Litvanya); 1 pl 25mM MgCI2 (Fermentas, Litvanya); son
konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisim1 (Fermentas,
Litvanya); Su/ul Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya); 100 ng kalip DNA (50ng/ul
DNA’dan 2 pl) ve double distile su (ddH,0) ile PCR reaksiyonu belirtilen sicakliklarda

Biometra cihazinda gerceklestirilmistir.

5.2.3.5. FGB Geni Mutasyon Analizi

FGB geninde yeralan 8 ekzon i¢in asagida belirtilen primer giftlerinden 0.1 pg/ml
konsantrasyonunda kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonda 5
pl 10X PCR+ MgCl2 tamponu (Bioron,Almanya), 2mM dNTP (Fermentas, Litvanya), 2
ul ileri ve geri primerler, 0.2 pl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya) ve 100 ng kalip
DNA (50ng/ul DNA’dan 2 pl) ve distile su kullanilmistir. Reaksiyonlar her ekzon i¢in
genel olarak 94°C’de 5 dakika, bunu izleyen 35 siklusta; 95°C’de 1 dakika, tabloda
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belirtilen erime sicakliklarinda 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, son siklusta 72°C’de 10

dakika olarak belirlenen protokolle PCR cihazinda gerceklestirilmistir. (Biorad,USA)

Cizelge 5.5. FGB genine ait 8 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer setleri

Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime
Sicaklig1

Ekzon 5" GGTTCAGCCAACAAGTGAACCAA 3’ 5’CTACTAATAATATAATAATGC 3° 58

1

Ekzon 5S’GTTACATTCCAAATCTTCTATAACAC3’ | 5>CATGAGAGAGCCACCACTGCA 55

2 3

gkzon 5> GTCCATGACCCAAATCCTTCAT3’ 5S’GTCTAACGGTTCCAATTTTATA 55
3>

Ekzon 5S’GTTTTATGAGGCAAAAATGC 3’ 5’GGTGTGTGAGTTCTTCTGG 3’ 62

4

Ekzon 5" GGTGACTAAATACAAAGTAAT 3’ 5’CAGATCAACAGGTCAACAAC 3 63

5

eI?kzon 5’GCTGTTGGTTAATATATGCTC 3° S’TTAGCTTCCACATTTTTGTC 3° 50

Ekzon 5’ GACAAAAATGTGGAAGCTAA 3° 5’GCAGGAGCAAAGAGTGCCAC B 57

7

Ekzon 5’AACGTAACTTGACCACCGTA 3° 5" ATGTTGTCACATACAGAAGAG 57

8 3’

5.2.3.6. MYH9 Geni Mutasyon Analizi

MYH9 geni 44 ekzondan olusmaktadir, bu calismada daha 6nceki calismalarda elde

edilen sonuglara dayanarak, mutasyon siklig1 en ¢ok olan 7 bdlge calisilmistir. Bu

bolgelere ait primerler ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 5.6. MYH9 genine ait 7 ekzonun amplifikasyonu icin kullanilan primer setleri

Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Uzunluk Erime

Sicakligt
Ekzon 1 5" TGCCAGAAGCTGGTATGG 3’ 5’ TAACGCTCCTTGAGGTTGTG 3’ 234 62.7
Ekzon 16 | 5’TGTTCTAGGCATGTTCTAGGCA 3° | 5> TTCTACATGGATGGAGGACG 3’ 295 64.6
Ekzon 25 | 5> GCAAATCTGCTCCTTGGAG 3’ 5> AGCCAGGTCCTTCAACAGAC 3’ 470 60.8
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Ekzon 26 | 5° CTCTTTGGTCAGGGAAGAGC 3’ 5> AACCAGGCAGTTGGGTAGAAC 3’ 510 61.3
Ekzon 30 | 5 GGAAACTGCTGAGGAGGTGA 3’ 5> AGAGGAAATGCAAGGATGG ¥’ 242 62.8
Ekzon 38 | 5° GTCCTGGTTAGGGCTTGTTG 3’ 5" TGTGCAGTCCTTTCTTGGTG 3’ 607 63.1
Ekzon 40 | 5° TGCTTCTTTCTGGTGGGAG 3’ 5 ACAGCAGTCCCAAGAAGGTG 3’ 353 63.1

10pmol/ I olan bu primerlerden 2 ul, 10X PCR tamponundan (Fermentas, Litvanya) 2,5
ul ; 25mM MgCI2 (Fermentas, Litvanya)’den 2 ul ; 10 mM dNTP karisimi’ndan
(Fermentas, Litvanya) 0,5 pl ; 5u/ pl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya), 100 ng
kalip DNA’dan 1-3 ul kullanarak PCR reaksiyonu double distile su (ddH,0) ile son
hacim 50 pl’e tamamlanarak yukarida belirtilen sicaklik sartlarinda PCR cihazinda
(Techne; Ingiltere) belirlenen protokollerde gergeklestirildi.

4.2.3.7. GplIB (ITGA2B) Geni Mutasyon Analizi

GplIB (ITGA2B) geni 35 bolgeden olusmaktadir. Bu geni PCR ile amplifiye ederken
daha verimli sonu¢ alabilmek igin baz cifti bakimindan biiyilk olan bolgeler daha
kiigiiltiillerek (promotor bolgesi, ekzon 4, ekzonl2, ekzonl3) kiiclik olan bolgeler ise
birlestirilerek bu bolgelere gore primer tasarimi yapilmistir ( ekzon 9 ve 10, ekzon 14 ve
15, ekzon 16 ve 17, ekzon 23 ve 24).

PCR reaksiyonu asagidaki cizelgede belirtilen 10pmol/l olarak hazirlanan primerlerden
2 pl kullanilarak son hacim 50 pl olacak sekilde 5 pul 10X PCR tamponu (Fermentas,
Litvanya); 1 ul 25mM MgCI2 (Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2 mM olacak
sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisimi (Fermentas, Litvanya); Su/ul Taq polimeraz
(Fermentas, Litvanya); 100 ng kalip DNA (50ng/ul DNA’dan 2 pl) ve double distile su
(ddH,0) belirtilen sicakliklarda Biorad cihazinda (Biorad, USA) ilgili sicakliklarda
gerceklestirilmistir.
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Cizelge 5.7. GplIB genine ait 35 bolgenin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer setleri

Bolge Forward ( Ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime
Sicaklig1

Promotor-a 5’AAGCTTGGCTCAAGACGGAG (GCC 3’ 5"TACTACCACCGTGCTAGTCC 3’ 55.3
Promotor-b 5’ GGTAAAGATTCAAGAGACAT (GCC) 3’ 5’TCAGATTCCTCCACAGGAAG 3’ 55.3
Promotor-c 5’ GAAGGGAAGGAGGAGGAGCT (GCC)5 3 5" CTTCCCTTACGGCTCACCTC 3° 55.3
Ekzon 1 5" CTGGAATCTGCGCGGCGCTC 3’ 5’(GCC)5GGGCAGTCCACGTCCCG 3’ 57
Ekzon 2 5’CCCCACCCCTTCTTGTGCCT (GCC)5 3° 5" GCCCCCGATTGTTCCCTGTG 3 59
Ekzon 3 5> AGGAGGAGCCCAAGTCTCGC (GCC)5- 3" | 5> ATCATTTTCCACGTAAATGC 3 59
Ekzon 4-1 5 GAGTACTCCCCCTGTCGCGG 3’ 5" AAAGCAAGGGCTGCGGCGCT 3’ 58
Ekzon 4-2 5’GCGCGCGCCTCCCTTCACCC 3 57 GGGGGCCCTGTTTGGGAGCC 3 58
Ekzon 5 5" GGGCGGCTCCCAAACAGGGC (GCC)5-3° | 5> TGGGCGGTGACCCTCGGGGT 3’ 57
Ekzon 6+7 5’CCCCTCTGTGCTTCCTCCCC 3 57 TCCTCCCCGGGCTGGGCTAC 3 61.5
Ekzon 8 5’ (GCC)5-CATTCCCTGAGCCTGGCTCT 3’ 57 AGCCACGCCCACTGGGACCT 3 60
Ekzon 9+10 5" AAGAGGATGCTTGTCCAGCG3’ 5’CTGGTAATTTGGGACCCAAC3’ 58
Ekzon 11 5’ (GCC)5-CCAATATACCCCTGGTCCAG3’ 5’ AGAGCTGTGTGCCAGTCAGC3’ 58
Ekzon 12-1 5’"GCAGCCGCGAGGCCCCCACG (GCC)53° 5’AGTGGCTGTTAACCCCTCTG3’ 50
Ekozn 12-2 5’CCACACTTTGCACCCCTTTC (GCC)5-3 5’GTCCAAGGGCCTTTCTTGGG3’ 50
Ekzon13-1 5’AGGGAGGCTGAATAACAATC (GCC)53’ 5’GTCCAAGGGCCTTTCTTGGG3’ 52
Ekzon 13-2 5’AACCTCCAGTGGGGGAGGTG (GCC)53 5’"CTGAGGTCCCAGATCCTTTA3’ 52
Ekozn 14+15 | 5°GGGACCTCAGAAAGGCTCCA (GCC)5-3° 5’GTGGGTAAGTTCTACTCTCCG3’ 54
Ekzon 16+17 | 5°GCC)5-GTGGGATGTGTATGGTAGC3’ 5" (TTGCTATCAGGGGTCCTGCA3’ 55
Ekzon 18 GCC)5-AAACCTCACACATCCCCAAC3’ 5’"GTATGATAGGCAGAAAGGGC3’ 55
Ekzon 19 5’CAGGCTCCCTGGCTTCACTC (GCC)53’ 5’CTCCAGTGCCTCCCAGGTCC3’ 55
Ekzon 20 5’ATATATATATGATGCTCTGT3’ 5" TTATTCATGAGCCCCTGGTG3’ 60
Ekzon 21 5’ (GCC)5-ATCAGAAGAAGGAGAATGAG3’ STTATTCATGAGCCCCTGGTG3’ 59
Ekzon 22 5’ (GCC)5-AAGACTGGAGGCCACATTCA3’ 5’GCTCTGCACGGGGGTCAGACS’ 59
Ekzon23+24 | 5°GCC)5-ACTGGGCTGGTGTCCCTGGC3’ 5’AGTTCTGAGGACCCGCTCAC3® 52
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Ekzon 25 5’CCGGGTGAGGCGCTAAGCTC (GCC)53° 5’TGGTTGGTCTGGGGCCGCCT3’ 55
Ekzon 26 5 GGTTCGGGGGAGACCTGGGC (GCC)53° 5’-GCCCGAGACCAGAGAGCCTGC3’ 50
Ekzon 27 5’ GTAAGGGGGTGGGGGATGAT3’ 57 CCCTCCCAGAGCAAAGTGGT3’ 62
Ekzon 28 5’ (GCC)5-CCAATAGGCCTCTTGTGGGTG3’ 5’GGACAATGGGTCCTGCAGGA3’ 63.5
Ekzon 29 5°(GCC)5-TCTTTGTGAAAGGCAGGTGT3’ 5’AGGGCAGAGCCAAGCCTGTG3’ 64
Ekzon 30 5"TCATCTGTATACCCTGACCT (GCC)53° 57 CACGCCCAACCCTCCTGCTA3’ 57

5.2.3.8. GpllIA (ITGB3) Geni Mutasyon Analizi

GPIIB ile iliskili bir gen olan GPIIIA geni 32 ekzondan olugmaktadir. Daha onceki
calismalarda elde edilen degisimlere dayanarak mutasyon siklig1 en ¢ok olan 4 bolge
belirlenmis ve bu ¢aligmaya dahil edilmistir. Asagidaki ¢izelgede belirtilen 10 pmol/I lik
primer setleri ile PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR reaksiyonunda yeralan diger
komponentler; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP
karisimi1 (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10 mM
Tris-HCI (oda sicakliginda pH: 9,0), 50 mM KCI ve %0,1 Triton®, 25 mM MgCl,'dir.
Son hacim 50 pl'ye distile su ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Sicaklik sartlar;; 95°C’de 5 dakika, bunu izleyen 34 siklusta;
95°C’de 1 dakika, her primer setine gore belirlenen erime sicakliklarinda 1 dakika,
72°C’de 1 dakika ve 72°C’de 10 dakika, olarak PCR cihazinda gerceklestirilmistir
(Biometra, Almanya)

Cizelge 5.8. GpllIA genine ait 4 ekzonun amplifikasyonu i¢in kullanilan primer setleri

Bilge Forward (ileri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime
Ekzon 3 5” GTCGCCATAGTTCTGATTGC 3’ 5’ GCTTCAGGTCTCTCCCCGCA 3’ gémm‘:"
Ekzon 5 5’CCATGAAGGTGTCTGCTTAA3Z’ 5’CTATGCCAGCCACACCTGGC 3’ | 60.5
Ekzon 10 5’CAAGGACAGCCTGATCGTCC 3’ 5’GGTATATGAGGGGTGTGGGT 54
Ekzon 11 5 TGGAGTGGAGCTCTCGCCAG 3’ g GGATCCTCTCCTACCTCCCA 3’ | 59

5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

70




Agaroz (Sigma, ABD) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir.
Bu calismada PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir.
%2’lik agaroz jel i¢in 3 g agaroz tartilip, TBE (Tris-Borik asit-EDTA) 1X soliisyonu ile
150 ml’ye tamamlanmistir. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda
ddH20 ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. TBE 5X soliisyonu; 54 g Trizma® (Sigma,
ABD), 27,5 g Borik asit (Carlo Erba, italya), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma, ABD)’nin
800 ml kadar deiyonize suda ¢oziinmesi ve daha sonra deiyonize su (ddH20) ile 1
litre’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan
sonra mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) kaynatilmis, tizerine Etidyum Bromiir’iin
(Sigma, ABD) %5’lik stok soliisyonundan 2’ser pl ilave edildikten sonra iyice
karistirilmis, jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiilmiistiir. PCR iirtinlerini yiiriitmek
i¢in 80 kuyucuklu dar tarak araligina sahip jel sistemi (ABgene, Ingiltere) kullanilmistir.
Agarozun polimerizasyonu i¢in yaklagik 30 dk beklendikten sonra jel, tabagiyla birlikte
jel elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilmis ve elektroforez tanki TBE
1X soliisyonu ile jelin iistlinii kapatacak sekilde doldurulmustur. PCR firiinlerinden 4 pl
alinarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) lizerinde 0.5 ul 6X loading dye
(yiikleme boyasi) (10 mM Tris-HCI (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen
siyanol FF, 60% gliserol, 60 mM EDTA) (Fermentas, Litvanya) ile karistiritlmis ve jel
kuyucuklarma yiliklenmistir. PCR iirlinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun
istenilen uzunluktaki bolgeyi dogru g¢ogalttigin1 gorebilmek amaciyla 2 pl marker
(®X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD) PCR iiriinleriyle birlikte jele yiiklenmistir. 90-
100 V akimda 15 dk kadar yiiriitiilmiistiir (Wealtec, Tayvan). Daha sonra ultraviyole
1s1kta (Spectroline, ABD) incelenmis ve Image Analyser’da (Alpha Imager, ABD)

fotograflanmistir.

5.4. Tek Zincirli Yapisal Polimorfizmi (SSCP) icin Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

SSCP jelinin dokiilecegi camlar distile su ile yikanip alkol ile silindikten sonra camlar
arasina 1,5 mm kalinliginda spacerlar yerlestirilip, camlar sabitlenmistir.

Bu calismada %7’lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Bu jel i¢in %40’lik, 49:1
oranindaki akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 380 g Akrilamid
(Merck, Almanya) ve 20g N-N’-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar
distile su ile 37°C’de 1sitilarak ¢oziiliir ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir
(Sambrook, 1989).
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Jel yapimi i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54g Tris (Ambresco, ABD) 27,5g Borik
asit (AppliChem, Almanya), 20mL 0,5 M pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su

ile 1000 mL hacime tamamlanarak yapilmistir.

Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 1 g Amonyum
Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 mL’lik hacime tamamlanarak

hazirlanmustir.

Jel 12,34 mL % 40’lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 mL TBE 5X soliisyonu,
40,16 mL distile su ve 3,5 mL gliserol (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir.
Karisim 0,22 pum filtreden siiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan bu
jel igerigine 0,6 mL %10’luk Amonyum Persiilfat ve 40 mL TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanan camlar arasina
dokiilmiistiir. Jel polimerlesmeden 6nce 1,5 mm’lik tarak camlar arasina yerlestirilerek

orneklerin ytliklenecegi kuyularin olugsmasi saglanmastir.

Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmis ve camlar vertikal jel elektroforez

sistemine (Biorad, ABD) yerlestirilmistir.

PCR firtinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme
boyasi ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yiikleme boyasi toplam hacminde %95
formamid, 20 mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol (AppliChem,Almanya), %0,05
Brom-fenol mavisi (Merck, Almanya) igermektedir. 2 pL PCR iirlintine 7 pL yiikleme
boyast, 1’er pL 3 pmol diiz ve ters oligoniikleotid eklenerek bir karisim hazirlanmistir

ve 99°C’de 8 dk denatiire edilerek jele yiiklenmistir.
Sistemde tampon olarak TBE 1X soliisyonu kullanilmistir. Ornekler 130 volt akimda
altinda, belirlenen sicaklikta baz ¢ifti uzunluklarina gore 12-20 saat yiiriitiilmiistiir.

Elektroforez sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar gériintir hale getirilmistir.

5.4.1. SSCP Jeli I¢in Giimiis Boyama
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Glimiis boyama i¢in {i¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi %1 lik
giimiis nitrat ¢ozeltisidir. 5 g glimiis nitrat (AgNO3) (AppliChem, Almanya) tartilip
distile su ile 500 ml’ye tamamlanir. Ikinci ¢ozelti %15 lik sodyum hidroksit (NaOH)
coOzeltisidir. 150 g kat1 sodyum hidroksit’in distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanir. Son soliisyon ise %7,5’lik Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya)
soliisyonudur ve bu soliisyon %7,5’lik sodyum bikarbonat (Na,CO3) distile su ile 1000

ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan % 0,1°1lik giimiis nitrat soliisyonu ile 5dk muamele edilir. Daha sonra %
1,5’1lik sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip giimiis soliisyonla boyama
asamasini takiben jelle muamele edilir. Jel % 0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu
icinde birka¢ dakika birakilarak boyama islemi sonlandirilir. Boylelikle jeller goriiniir

hale getirilerek bant farkliligi olan 6rnekler belirlenir.

Bu yontemle taranan PCI, FBG, CBS, ERGIC-53 ve MCFD2 genlerinde bant farklilig:

saptanan bireyler DNA Dizi Analizi yontemi ile taranmistir.

5.5. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu (Temizlenmesi)

PCR iirtinlerinin piirifikasyonunda ii¢ ayr1 yontem kullanilmistir.

PCI ve CBS genlerine ait PCR {iriinleri, PCR piirifikasyon kiti (Agencourt® AMPure®,
ABD) kullanilarak temizlendi. Bu yontemde 50 pl PCR dirlini, 90 pl manyetik
boncuklar iceren soliisyonla homojenize olana kadar pipetle plakada karigtirilir. Bu
adimda 100 b¢’den uzun olan PCR iirlinleri manyetik boncuklara baglanir. 3 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra magnetin {izerine yerlestirilerek 10 dk bekletilir.
DNA’y1 baglayan boncuklar kuyucuklarin etrafinda halka olusturarak bulanik olmayan
temiz bir gorlintli olusur. Manyetik boncuklara dokunmadan siipernatant ortamdan
uzaklastrilir. Plaka magnetin disina alindiktan sonra 200 pul %70’lik etanol ilave edilir
ve tekrar magnetin iizerine yerlestirilerek 30sn bekletilir. Boncuklar yapisinca etanol
ortamdan uzaklastirilir ve bu islem bir kere daha tekrarlanir. Siipernatant pipetle
uzaklastirilarak 6rnekler 20 dk kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra 40 pl ddH20 ile

sulandirilarak homojenize bir goriintii olusana kadar pipetle karistirilir. Piirifiye edilen
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PCR iiriinleri hazirlanan %2’lik agaroz jele 5’er pl yiiklenerek, dizi analizi igin

reaksiyona ne kadar konulacag belirlenir.

Ikinci yontem olan ‘Polietilen Glikolle Piirifikasyon’ da ise 50 pl PCR iiriiniine 1/1
oraninda PEG eklenir, 37°C de 15 dk bekletilir. 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir.

Daha sonra supernatant kismi alinir ve %80 etanolle 2 kez yikanir, 30 dk kurumaya
birakilir. Kuruduktan sonra 25 pl ddH20 ile sulandirilarak homojenize bir goriintii
olusana kadar pipetle karistirilir. Piirifiye edilen PCR tirlinleri hazirlanan %2’lik agaroz
jele 5’er ul yiiklenerek, dizi analizi i¢in reaksiyona ne kadar konulacagi belirlenir. PEG

yontemiyle FBG, ERGIC-53, MCFD?2 genlerinin piirifikasyonu yapilmistir.

GplIB ve GpllIIA genlerinde ise piirifikasyon, kolonlu piirifikasyon kit olarak bilinen
‘Roche PCR Production Purification Kit” kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontemde
50 ul PCR iiriiniine 250 pl Binding Buffer eklenir ve vortekslenir. Bu karisim kit
icerisinde yeralan yiiksek saflik saglayan filtre tiiplere alinir ve 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenir. Stipernatant atilir, filtre tliplerine ilk seferde 250 pl yikama tamponu,
ikinci seferde 100 pl yikama tamponu eklenir ve santrifiijlenerek 6rneklerin yikanmasi
saglanir. Daha sonra filtre tiipleri yeni ependorflara takilir ve tliplere 25 pl elution
tamponu eklenir, 13000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir. Toplanan 6rnekler, hazirlanan
%?2’lik agaroz jele 5’er pl ytiklenerek, dizi analizi i¢in reaksiyona ne kadar konulacagi

belirlenir.

Baglanma tamponu; 3M guanidine-thiocyanate,10Mm Tris-HCI, %5 etanol, pH 6.6
(25°C)’dan, yikama tamponu; 20Mm NaCl,, 2Mm Tris-HCI, pH 7.5 (25°C)’dan, Elution

tampon ise 10Mm Tris-HCI, pH 8.5 (25°C) igeriklerinden olusmaktadir.

5.6. DNA Dizi Analizi

Bu ¢alismada istenen DNA pargacigiin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in Sanger’in
enzimatik yontemi esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemli ¢alisan bir DNA dizi
analizi cihazi kullanilmistir (CEQ8800, Beckman Coulter, ABD). Cihaz i¢in 0,2 mL’lik,
96 tane kuyucuk igeren plaklar kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in 8 pL sekans soliisyonu
(premix; 2 pL 10X reaksiyon tamponu, 1pL ANTP karisimi, 2ul. ddUTP, 2uL ddGTP,
2uL ddCTP, 2uL ddATP, 1uL polimeraz enzimi), 1pL temizlenmis PCR iiriinii, 2 pmol
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ileri veya geri oligoniikleotid ve hacmi 20 uL’ye tamamlayacak kadar distile su
konularak “cycle sequencing” gerceklestirilmistir. Bu program 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4
dk’lik uzama evresi seklinde gerceklesmektedir. “Cycle sequencing” sonlandiktan
hemen sonra orneklerin igine reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir 6rnek i¢in 5 pL
durdurma soliisyonu (1,5 M C;H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60
uL %95’lik soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir
(Hettich, Almanya). Ustteki kistm dokiilerek %70’lik alkolden 200 pL eklenmis,
+4°C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek {istteki kistm dokiilmiistiir. Bu islem bir
kez daha tekrarlandiktan sonra Ornekler liyofilizator cihazina (Christ, Almanya)
yerlestirilmis ve yiliksek vakum altinda 45 dk kurutulmustur. Kuruyan orneklerin
tizerine 25 pl formamid igeren soliisyon eklenerek DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1
tutulmasi saglanmistir. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plak DNA
dizi analizi cihazina yerlestirilmis ve cihazin bagli bulundugu bilgisayardaki CEQ
Sequencing Software programi araciligi ile sonuglar goriiniir hale getirilmistir.

6. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada Protein C Inhbitor geni (PCI), Sistationin beta sentaz geni (CBS),
Endoplazmik Retikulum Golgi Intermediate Compartment -53 (ERGIC-53) geni ve
Multipl Koagiilasyon Faktor Eksikligi 2 (MCFD2) geni, Miyozin Agir Zincir-9
(MYH9) geni, Fibrinojen beta zincir (FGB) geni, Glikoprotein 1IB geni (GplIB) ve
Glikoprotein IITA (GplIIA) genleri klinik olarak nadir goriilen hematolojik hastaliklar
kapsaminda yeralan sirasiyla pediatrik inme, homosistiniiri, FV- FVIII kombine
eksikligi, afibrinojenemi, makrotrombositopeni, Glanzmann trombastenisi tanis1 almig
hastalarda taranmistir. Calismada Tiirk populasyonunda nadir goriilen hastaliklarda sik
goriilen mutasyonlarin ortaya konmasi ve daha sonraki ¢aligmalarda mutasyon analizi
yapilirken bu degisiklikler oncelikli olarak taranarak hem zaman hem de maliyet

acisindan fayda saglanmas1 amacglanmustir.

6.1. Protein C Inhibitér (PCI) Geni Mutasyon Analizi
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90 pediatrik inme hastast ve 110 saglikli kontrolde PCI geninin 35 ekzonu polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle ¢ogaltilmistir. Cogaltilan 6rnekler %2’°lik agaroz
jelde 90V’da 5 dk yiiriitiilmiistiir. PCR sonunda elde edilen iirlin boyutu 2.ekzon ig¢in
265 bg. uzunlugundadir.

=
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Sekil 6.1. PCI geni ekzon 2 PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-8 : pediatrik inme hastalarina ait 6rnekler

Bu calismaya pediatrik inme hastasi olup ayni zamanda kemik iligi transplantasyonu
geciren bir aile de dahil edilmistir. Kemik iligi transplantasyonu temel olarak kemik
iligi kaynaginin “hastanin kendisi” veya “bir baskas1” olmasina gore sirastyla “otolog”
veya “allojenik” olarak sinflandirilmaktadir. Allojenik transplantasyonda en tercih
edilen donor riski en az oldugu i¢in “doku tipi tam uygun kardes”tir. Bunun disinda
“alternatif dondrler” yani doku tipi kismi uygun veya haploidantik aile bireyleri veya
aile dis1 dondrler kullanilarak da transplantasyon islemi yapilmaktadir. Armitage ve ark.
yaptiklar1 ¢calismada kemik iligi transplantasyonundan sonra hastalarda ATIII, Protein C

ve Protein S seviyelerinde diisme oldugu gosterilmistir (143).

Bu caligmaya katilan hastalardan birinde FV Leiden mutasyonu tasiyan bir babadan
pediatrik inme tanist almis bir cocuga kemik iligi transplantasyonu yapilmistir ve bu
hastalarda PCI gen degisimi olup olmadigma bakilmis, sonucunda koagiilasyon
kaskadinda yeralan proteinlerde meydana gelebilecek defektlerin transplantasyonla
donorden aliciya gecip gegmediginin tespitinin yapilmasi amaglanmistir.

PCR ile amplifiye olan 6rneklerde farkli bant profili olup olmadigini tespit edebilmek
amactyla Ornekler tek iplik¢ikli yapisal polimorfizmi (SSCP) teknigi ile %7°lik
poliakrilamid jelde yiirtitiilmiistiir.
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Sekil 6.2. Farkli bant profili veren hastanin belirlenmesi
1, 3,5, 6 : Hastalara ait ayn1 profil gosteren drnekler

2: Hastaya ait farkli bant profili 6rnegi

4: $X174 DNA-Haelll Marker

SSCP teknigi ile farkli bant profili veren hastalar tespit edilmis ve DNA Dizi Analizi
yontemiyle dizilenmistir. FVL 1691 G>A pozitif, pediatrik inmeli bir hastada PCI
geninin 2. ekzonunda 6760. niikleotitte, proteinde 188. pozisyonda Serin aminoasidini
kodlayan AGC kodonunun AAC kodonuna doniisiimiine neden olan Guanin>Adenin
degisimi saptanmistir. Bu degisim insan genlerinde tanimlanmis tiim mutasyonlari
iceren bir veritabani olan ‘Human Genome Mutation Database’de / Insan Genom
Mutasyon Veritabani- HGMD degerlendirildiginde literatiirde daha 6nce goriilmedigi

tespit edilmistir ve ilk kez bu ¢aligsma ile tanimlanmistir.

180

200 18¢ 200
OC TOCCCCCAOCCAOCAACATC] CCCOCAQCOADADOCATCTTY

Sekil 6.3. PCI geninde hasta ve kontrolde DNA Dizi Analizi Karsilastirmasi

77



“Ensembl’’ veritaban1 kullanilarak Ser188Asp degisiminin transkript tizerindeki yeri

ve meydana gelen aminoasit degisiminin yeri gosterilmistir.

481 AGAGCATCTTCTTCTCCCCTGTGAGCATCTCCATGAGCCTGGCCATGCTCTCCCTGGGGG
188 AGAGCATCTTCTTCTCCCCTGTGAGCATCTCCATGAGCCTGGCCATGCTCTCCCTGGGGG
63 Q—S5—I-F—F-5—-P--V—-5-I--S—M——-S—-L-A-M-L-5-L—-G-

Sekil 6.4. PCI geni cDNA’sinda meydana gelen degisimin kodon diizeni ve aminoasit
degisimi
(http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;

g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457; t=ENST00000553780)

Degisimin protein iizerindeki etkisini saptamak amaciyla internet tabanli bir program
olan Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.du/pph) kullanilmistir. Bu program dizinin
evrim boyunca korunmuslugunu proteinin tahmini yapisini goéz Oniine alarak
hesaplamaktadir. Yapilan hesaplama sonucunda dizide var olan aminosit ile degisim
sonucu olusan aminosit i¢in bir skor elde edilmektedir. Bu skor degeri 2’den biiyiikse
degisimin proteini hasara ugrattifi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ayni zamanda
karsilagtirmak amaciyla NCBI e-veritabaninda yeralan ’Multipl Alignment Tool”’
secenegi kullanilarak tiirler arasinda karsilastirma yapilmis aminoasidin bulundugu
konumun genin fonksiyonu agisindan 6nemli oldugu bu nedenle de meydana gelen
mutasyonun genin fonksiyonu {izerinde etkiye sahip oldugu sonucu ortaya ¢cikmistir. Bu

sonug evrimsel siirecte aminoasidin tiirler arasinda neden korundugunu aciklamaktadir.

Cizelge 6.1 PCI geninin Homo sapiens’te 188. pozisyonunda yer alan Serin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens ....YRATASAAPSQ | S | [FFSPVSISMSLA...
Mus musculus ... YRATLASAAPSQ | S | [IFFSPVSISMSLA...
Gallus gallus ... YRALASAAPSQ | S | [FFSPVSISMS-A...
Canis lupus familiaris | ... YRALA+AAPSQ | S | IFFSPVSISMSL-...
Nomascus leucogenys | ... YRALASAAPSQ | S | IFFSPSVSISMSLA..
Loxodonta africana ... YRATLASAAPSQ | S | [FFSP-SISMSLA...
Callithrix jacchus ... YRALVSADPSQ | S | [FFSP-SIS-SLAM...
Bos taurus ... YRALA+AAP+Q | S | [FFSPSVS-SMSLA
Pan troglodytes ... YRATLASAAPSQ | S | [FFSPVSIISMSLA...
Rattus norvegicus ... YRATASAAPSQ | 8§ | —+FSP+S+8SMALA ..
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Calismada pediatrik inmeli FVL 1691 G>A degisimi bakimindan pozitif bir ¢ocukta
kemik iligi transplantasyonu sonrast PCI geni taranmis ve ¢ocukta genin 2. ekzonunda
daha once pediatrik stroke’lu hastada tanimlanan gende 6760. niikleotitte, proteinde
188. pozisyonda Serin aminoasidini kodlayan AGC kodonunun AAC kodonuna
doniistimiine neden olan G>A  degisimi saptanmistir. Transplantasyon Oncesine
bakildiginda ise gende ayni bolgede herhangi bir degisime rastlanmamistir. Cocuga
kemik iligi babasindan transplante edilmistir. Dondr’iin DNA’st  PCI geninde

tarandiginda 2.ekzonda ayni degisime rastlanmuistir.

e

FVL+ /PCI+
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Sekil 6.5. PCI geni transplantasyon dncesi/ sonrast DNA Dizi Analizi
A: Transplantasyon sonrasi soyagaci ve DNA Dizi Analizi
B: Transplantasyon oncesi soyagact ve DNA Dizi Analizi
C: Dondr(baba) — Cocuk FVL+/ PCI + ‘i gdsteren soyagaci ve Dondriin DNA
Dizi Analizi

Bu degisimlerin yani sira pediatrik inmeli hasta grubunda 2 hastada Ekzon 2 de 26998.
niikleotitte = meydana gelen  heterozigot Timin-Sitozin degisimi ise proteinin
kodlanmasinda herhangi bir degisime neden olmamakta ve prolin aminoasidi

kodlamaktadir.

80



GACACTTTCCCCACCAAC TT TS EETGoCCAMALST GTET &G Ca

| " |_|!

il

Sekil 6.6. PCI geni ekzon 2 Forward ve Reverse primerlerle yapilan DNA Dizi

Analizi goriintiileri

l

R Y WY Y

CACCTTICGTAAGTGCCATGAAGACEBCTGTACCTGGCAGACACTTICCCEACCRAGBTTIRA

721 A
428 ACACCTTCGTAAGTGCCATGAAGACGCTGTACCTGGCAGACACTTTCCCTACCAACTTTA
143 D--T--F--V-=S§-=A--M--K--T--L-~Y-~L==A==D-=T==F==P~~T=-N--F--

Sekil 6.7. PCI geninin cDNA’sinda meydana gelen degisimin kodon diizeni ve

aminoasit
degisimi(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;

g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780)

PCI geninde 159.kodonda meydana gelen T>C degisiminin aminoasitte degisime neden

olup olmadig1 ’Ensembl’’ veritabani kullanarak gosterilmistir.
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6.2. CBS Geni Mutasyon Analizi

Homosistiniiri tanist almig 10 hasta ve 90 saglikli kontrolde CBS genine ait 18 ekzon
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR )yontemiyle ile amplifiye edilmistir. Amplifiye olan
ornekler %2’ lik agaroz jelde 90 V’da baz uzunluklarina bagl olarak degisen siirelerde
yirlitilmistir. Degisim bulunan bdlgeler i¢in PCR iiriin boyutlart sirasiyla ekzon 4ve

6’1 kapsayan bolge i¢in 626 bg, ekzon 8 i¢in 598 bg, ekzon 11-12 i¢in 617 bg’dir.

4. ve 6 .ekzonu kapsayan 626 b¢’lik bolge PCR ydntemiyle amplifiye edildikten sonra
ornekler SSCP analizi yapildiginda bu bolgede hem agaroz jel goriintiisiinde hem de

SSCP jelinde (poliakrilamid jelde) 1 hastada farkli bant profili gézlenmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 g9 40

Sekil 6.8. CBS geni ekzon 4-6 PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-10: Homosistiniiri hastalarina ait 6rnekler

3 no’lu 6rnekte goriilen degisimi saptayabilmek amaciyla 4. ve 6. ekzonu igerisine
alan bolgelere uygun primerler ile DNA Dizi Analizi yapilmistir. Analiz sonucu ,
6955. niikleotitte Sitozinden Timine heterozigot bir degisim meydana gelmistir. Bu
degisim proteinde herhangi bir aminoasit degisikligine neden olmayip sessiz mutasyona

yol agmaktadir.

RGCTCACGGGCTCTGCTCTCTTTCTATGCAGTACCGCARC || %9 . o .
GCCAGCAACCCCCTGGCTCACTACGACACCACCGCTGATG
AGATCCTGCAGCAGTGTGATGGTGCGTCCCTCTGTCCATC
TTGATTGCATTTATCCCTGGCTGCCTGGGAGTGTACACAT
CTCTTGCCCTCTCCTTGGTG
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CCAGTAC—ECAAEECCAGCAE ccCTGECTEACTAEEAEACCACCGCTGATEAEATCCT

CCAGTACCGCAACGCCAGCAACCCCCTGGCTCACTACGACACCACCGCTGATGAGATCCT
--Q--Y--R--N--A--S--N--P--L--A--H--Y--D--T--T--A--D--E--I--L

(RS I s N}
S
= L =

Sekil 6.9. CBS geni ekzon 4-6 bolgesinde sessiz mutasyona neden olan C>T
degisiminin meydana geldigi nokta, DNA Dizi Analizi goriintiisii ve bunun proteine
olan etkisi
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENS
G00000160200;r=21:44473301-44497053;t=ENST00000352178)

CBS geni 8. ekzonunun taramasi sonucu PCR {iriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile
bir hastada bant farklilig1 tespit edilmis ve bu hastanin DNA’s1i, DNA Dizi Analizine
tabi tutuldugunda  Insan Gen Mutasyon Veritabaminda (HGMD) daha ©6nce
tanimlanmamis gen degisimi tespit edilmistir: 110 bg’lik insersiyon. Bu insersiyon
855.niikleotitte baglamakta ve 965. Niikleotitte sonlanmaktadir ve aminoasitte degisime
neden olmaktadir. Serin aminoasidini kodlayan TCA kodonu insersiyonun varlig
nedeniyle TGG kodonuna degismekte bu durum da triptofan aminoasidinin

kodlanmasina neden olmaktadir.

AGRITOSOMISTOS S TS A 0D
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Sekil 6.10. CBS geni ekzon 8 de 110bg’ lik insersiyon agaroz jel goriintiisii ve hasta-

kontrol DNA Dizi Analizi goriintiileri
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CTGP.ACF\¢TPAG GTCATTACCGCTTTAATACTTGGAGCCTGEGTTCTTGGGE TITCTCATCCTGCCTCTGAGGCTGG GAACAGGCCACCACCCACAGGCAGATC
ATTAACAGGCAGTTGTTAACG GGG TATTGGCCACTCCCAT AAT AGAAT ATCGAG GCATGTCCAGGCGEGGCTTTTGCTGGCCTTGAGCCCTGAAGCCGCGT
T TG CAGATCATTG GGG TGGATCCCG AAGGG TCCATCCTCGCAGAGCCG GAG GAGCTGAACCAG ACGGAGCAGACAACCTACGAGGTGGAAG GGATCG
GCTACGACTTCATCCCCACGGTGLTGGACAGGACGGETAGGTCGAGTCCAGAGCCCGGCCACAGTGLCGG TGCAGCCTGTAACTCACCCTCACACTG GGG AG
CCTGGCTGACCCTGGGLCCCAACCAGCTTCTCCACTGAAACAG AAGGGCAAGLCCCCGLACGCATGGTGAGAAGCTGGTCTCGAAGGTCGAGACAAAGTAGA

CTGGGGEGACGATGTCCGCACACGTGGCCTGACCTCACCAAG GGATGTAGCCCAGGTGGLACAGGLAGGGAGCAGGGAAAACGTGTGAAA

Sekil 6.11. CBS geni ekzon 8 de 110 bg¢’lik insesiyonun basladigi nokta ekzon iizerinde

gosterilmistir.

Insersiyon tespit edilen homosistiniirili bu hastada ayn1 zamanda ekzon 8’de daha &nce
tanimlanan heterozigot 833 Timin-Sitozin degisimi bulunmustur. 9122. niikleotitte
meydana gelen bu degisimin izoldsinden treonin aminoasidinin kodlanmasina neden

olarak yanlis anlamli mutasyona (missense mutasyon) sebep oldugu bulunmustur.

- LY EET)
3 ATCATTOG®® TOB®ALTC TO GAa e T TTO 00 O0T0o 0

830 ¥ 840 850 860
9101 AGCCGCGCCC TCTGCAGATC ATTGGGGTGG ATCCCGAAGG GTCCATCCTC
$ I 6 Y D PEG S I L

a
280

Sekil 6.12. CBS geni ekzon 8 de 9122T>C degisiminin hasta- kontrolde DNA Dizi
Analizi goriintiileri ve bu degisimin proteine olan etkisinin gosterilmesi (Bu etki CBS

mutation database- http://cbs.If1.cuni.cz/ mutations.php kullanilarak gosterilmistir.)

CBS geninde bir diger degisim ise 11 ve 12. ekzonlar1 kapsayan 617 bg¢’lik bolgede

bulunmustur. Bu bolgeyi kapsayan primerlerle yapilan PCR reaksiyonu iiriinleri SSCP
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yapilmis ve farkli bant profili veren 6rnek DNA Dizi Analizine tabi tutulmustur. Analiz
sonucu intronik bolgede daha 6nce HGMD’de tanimlanmamis intronik bir degisim
saptanmustir: 13175. niikleotitte Guaninden Adenine heterozigot degisim. Bu intronik
degisim insan genlerinde tanimlanmis tiim mutasyonlart igeren bir veritabani olan
‘Human Genome Mutation Database’de /Insan Genom Mutasyon Veritabani-HGMD
degerlendirildiginde literatiirde daha 6nce goriilmedigi tespit edilmistir ve ilk kez bu

calisma ile tanimlanmastir.

13101 CTGCCCAGTG TGACAGGCAG GA*AGCGGTC CCTIGTIGGCCT CCIGCTIGAGG
13151 TGCTGCCGGC GGGGGTIGCGA GAGCGITTGT CCTTATCCIG ATCCCCCCGA
1230 1240 1250
13201 CCTGCCCTICT TCCCICAGGT GGTGGCACCT CCGTGTTCAG GAGCTGGGCC Ex12
(W) W W H L R 'V .Q E L G

aW -—

OAAACOATOTOO OAQC OO

Sekil 6.13. CBS geninde intron 1l1de meydana gelen 13175 G>A degisimin dizi

tizerinde gosterimi ve DNA Dizi Analizi goriintiisii

Intronlarin bityiik kism1 5°-3” yoniinde GT dizisi ile baslamakta ve AG dizisi ile
bitmektedir. Bu diziler sirasiyla splice donor (Ayiklama verici) ve splice acceptor
(ayiklama alic1) bolgeler olarak tanimlanmaktadir. Genlerin ¢cogunda bu diziler mevcut
olup splice-ayirict bolge gorevini goriirler. Bu nedenle GT ya da AG dizisinde meydana
gelecek bir degisim splice-ayiklama mekanizmasini etkileyerek transkriptin farkl splice

olmasini saglayacak ve proteinin yap1 ve fonksiyonunu etkileyecektir. (http://www.web-

85



books.com/MoBio/Free/Ch5A4.htm) Bu hastada bulunan degisim 11. intron ile 12.
ekzonun baslangi¢ noktasi arasinda ortada bir noktada olmasindan dolay: splice-ayirict
mekanizmadan etkilenmemekte ve proteinde herhangi bir degisime neden

olmamaktadir.

Calisma grubunu olusturan 10 homosisteiniirili hastadan 7’sinde herhangi bir degisim
bulunamamistir. Kontrol grubunda ise tek iplikcikli yapisal polimorfizmi (SSCP)

sonucu farkl bir bant profiline rastlanamamastir.

6.3. ERGIC-53 Geni Mutasyon Analizi

FV-FVIII Kombine eksikligi goriilen hastalarla yapilan ¢aligmaya 11 hasta, 85 saglikli
kontrol dahil edilmistir. Bu hastalarda ERGIC-53 genine ait 13 ekzonda gen taramasi
yapilmustir.

OLGU 1

Ailede gen taramasi sonucu ERGIC-53 geninde ekzon 4’ de SSCP taramasinda anne
ve i1ki ¢ocugunda farkli bant profili tespit edilmistir. Aileye ait soyagact ve SSCP

analizi sonucu sekil 4.15 de gosterilmistir.

— F= 1324
FWlk= 138% Filll= 325

BRERRNEE

Anne Gooukl Cooukd

/

FV=16% Fy=18%
FVlli= 14% FVll= 27%

Sekil 6.14. FV- FVIII degerlerini gosteren aile soyagaci ve aileye ait SSCP analiz

goruntisu
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Anne ve iki ¢ocuguna ait DNA lar DNA dizi analizi yapildiginda annede 4. ekzonda

Timin delesyonu tespit edilmistir.

e 1TTE . =+
T @ A Q OTa T 0 & & & & o T & & Q0 T @FT @ T TFTTTTAaEA ©A

Sekil 6.15. Anneye ait DNA da ERGIC-53 geni ekzon 4 iin DNA Dizi Analizi

goruntiisu

Gen tizerinde 4. ekzonda 1233. niikleotitte meydana gelen bu degisimin protein {izerine
olan etkisine bakildiginda 157.pozisyonda glisin aminoasidinin triptofan aminoasidi
seklinde kodlanmasina neden oldugu gosterilmistir. (NCBI36:18:55147488:55178063:-
1 referans dizi olarak kabul edilmistir.) 4. ekzonda ¢ocuklara ait DNA’larda bir degigim

saptanamamistir.

Ayni ailede ERGIC-53 geni 9. ekzonunun SSCP taramasinda ise baba ve iki ¢ocugunda
farkli bant profili tespit edilmis, DNA Dizi Analizi sonucunda ise ¢ocuklardan birinde 9.
ekzonda 202. kodonda arjininden stop kodonuna (R202X) bir degisim tespit edilmistir.

Baba Cocukl Cocuk2

Sekil 6.16. Baba ve iki ¢ocuguna ait SSCP jel goriintiisii ve ¢ocuga ait DNA Dizi

Analizi goriintiisii
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v
CACTTTGETCACTTAC GTTATT T CAR AR R CTACATATETGTAGGTGACTCTGATCATTTTTATTTATTTCCTTTT CAGCGGAL

GCAGCTGARACCGGCAGTTAGATATGATTCTTGATGARCAGAGAAGATATGTCTCTTCCTTAACAGAGGARTCTCTARMAACGAGGH
GCAGGAATGCCTGGGCAGCATGGGCAGETGEEC T TGCAGRAATATGCAGATGTGCCCCATTTACCCTTTGCT GGALGEGARGTALN
GRARGRRGGGCRACTGTACTATGTGCTCATAGA

GATAATAT E’TT TATTTGGAAGTGTAGGAGATCGAGAGCTAAGACAAGTCTTTGAAGGACAGAATCGTATTCATCTTGAAATCAL

b

Sekil 6.17. ERGIC-53 geni ekzon 9 da degisimin meydana geldigi noktanin Ensemble

veritabani kullanilarak gosterilmesi

FV-FVIII kombine eksikligi otozomal resesif kalitim gdsteren bir hastalik olmasina
ragmen bu caligmada ailede compound heterozigotluk (ikili heterozigotluk) olabilecegi

ihtimali ortaya ¢ikmustir.
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OLGU 2

FV-FVIII kombine eksikligini tasiyan diger bir hastada ise yine 9. ekzonda 1088.
niikleotitte Timin-Guanin degisimi saptanmistir. Bu degisim proteinde 354. pozisyonda
Metiyonini kodlayan TAT kodonunun Alanini kodlayan TAG kodonunu kodlamasina

sebep olmaktadir. Meydana gelen yanlis anlamli mutasyon HGMD de tanimlanmamis

olup ilk kez bu ¢aligmada gosterilmistir.

=2x L - 140
[pACCECGCAGT TAGATAT GATT AACCEGGECAGT TA GAT AT G A

l

N
h\imfﬂm‘lmr.'} | *],/ " !

1741 TCATCTTGAAATCAAGCAGCTGAACCGECAGETAGATATGATTCTTGATGAACAGAGAAG
1023 TCATCTTGAAATCAAGCAGCTGAACCGGCAGTTAGATATGATTCTTGATGAACAGAGAAG
341 --H--L--E--I--K--Q--L--N--R--Q--L--D--M--I--L--D--E--Q--R--R

Sekil 6.18. ERGIC-53 geni 9. ekzonunun saglikli ve hasta bireye ait DNA Dizi Analizi
goriintiileri ve referans dizi lizerinde c¢.1088T>G degisiminin gdsterilmesi
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_ cDNA?db=core;g=ENS
G00000074695;r=18:56995055-57027194;t=ENST00000251047)

ERGIC-53 geni 11.ekzonunda intronik bolgede ise 1570. niikleotitte Sitozin Timin
polimorfizmi saptanmistir. Bu intronik degisim splice-ayirict bolgede bulunmamakta,

proteinde herhangi bir degisime yol agmamaktadir
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100 110 120
PYTTOGOTTTTOTTTTTATAATTATA GIGATTTTATTGTATCAAGAGACTTTCTGTTTCAGAAATTCCA
TGAGTGAAACCGTCAGACTGGTICAGTGGAATGCAGCACCCTGGCTC
TGCTGGAGGCGTCTATGAGACAACACAGCACTTCATTGACATCAAR
GAGCACCIGCACATAGTAAAGAGGGACATAGATAACTTAGTGCAGC
GAAATATGGTAACTTTGTTTCCTTTTC.TTTTATAATTATAATCTT
| TAGGAAAGGAAGAACTCATACT

Sekil 6.19. 1570 C>T degisimi DNA dizi analizi goriintiisii ve intronik bolgenin dizisi-

degisimin gerceklestigi baz kirmiziyla isaretlenmistir.

ERGIC-53 geni 7. ekzonunda intronik bolgede 764. niikleotitin 86 baz gerisinde ise
homozigot Adenin-Guanin polimorfizmi saptanmistir. Bu polimorfizm NCBI (National
Center  Biotechnology  Information)  veritabaninda  “’rs8095245°°  olarak

numaralandirilmistir

F TTAAAGCAATAAATAYTGATA

TATTCTGATTTAGGGTTTTAAAAAGTGAGTTTTGGATTATTTCTAATATAA
ATCTTTCAGGTGAATTTTGGTCTCTRAAGCTCACAGAGTGCCATTGCCTTTA
CCARAATTAGTGCTAATTTTTGTCAATTCCTCCTGGTTATTGTTATTTARAR

l GCAATAAATATTGATARAATACATTT

f
|Hf|.

AL

Sekil 6.20. 764-86 A>G degisimi ve DNA dizi analizi goriintiisii ve intronik bdlgenin

—
—

dizisi
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6.4 MYH9 Geni Mutasyon Analizi

44 ekzona sahip MYH9 geninde literatlir aragtirmasi sonucu mutasyon sikligr yiiksek
olan 7 bolge calisilmigtir. 14 dev trombosit sendromlu hasta (Makrotrombositopeni)
calismaya dahil edilmistir. MYH9 genine ait 7 ekzon polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemiyle ile amplifiye edilmistir. Amplifiye olan 6rnekler %2’ lik agaroz jelde
100 V’da baz uzunluklarina baglh olarak degisen siirelerde yiiriitiilmiistiir. PCR {irlinii
elde edilen ornekler SSCP ydntemiyle taranarak bant farkliligi olup olmadig: tespit

edilmistir.

MYHY geninde yapilan taramada sirasiyla ekzon 1, 25 ve 26’da degisimler tespit
edilmistir. Bu ekzonlarin PCR f{iriin boyutlar1 sirasiyla 274, 470 ve 510 bg’dir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

<«— 274 b

Sekil 6.21. MYH9 geni Ekzon 1’e ait %2’lik agaroz jel goriintiisii
M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-13: Makrotrombositopeni hastalarina ait drnekler

Ekzon 1°de iki farkli hastada iki ayr1 degisim saptanmistir. Bunlardan ilki 197.
niikleotitte Guaninden Sitozine meydana gelen degisimdir. Bu degisimde proteinde 64.
pozisyonda Lizin aminoasidini kodlayan AAG kodonu, AAC kodonu seklinde
degiserek Asparajin aminoasidini kodlar haline gelmistir. Bu yanlis anlamli (missense)
mutasyonun, insan genlerinde tanimlanmis mutasyonlar1 i¢eren “Human Genome
Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi sonucu literatiirde daha
once bildirilmemis dolayisiyla bizim calismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon
oldugu belirlenmistir. Bulunan degisimin evrimsel siliregte korundugu ¢’Ensembl’’
veritaban1 kullanilarak Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Mutasyonun isimlendirilmesi

HGMD kayitlarindaki MYHO gen dizisine gore yapilmigtir.
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Sekil 6.22. MYH9 geni 1l.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi goriintiisii ve
MYH9 cDNA’sinda K64N degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni ile
aminoasit dizisi goriilmektedir. K64N mutasyonuna neden olan G>C degisiminin

gerceklestigi nokta ok ile isaretlenmistir.

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000100345;r=
22:36677327-36784063;t=ENST00000216181)

Cizelge 6.2. MYH9 geninin Homo sapiens’te 64. pozisyonunda yer alan Lizin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

v
Homo sapiens o EPASLKEEVGEEAIVELVENG | K | KVKVNKDDIQKMMNPP
Mus musculus s EPASLKEEVGEEAIVELVENG | K | KVEVNKDDIQKMMNPP
Danio rerio e SFEAGSIKEETGDECLVELAD | K | IKVNKDDIQMMNPP ..
Rattus norvegicus o EPASLKEEMGEEAIVELVENG K | IKVMEDDIOMMPP...
Canis Jupus familiaris s EPASLKEEVGEEAIVELVENG K | KKVNKDDIQKMNPP
Cavia porcellus oo EPASLKEEVGEEAIVELVENG K | VEVNKDDIQKMNPP,,
Heterocaphalus glaber | ...EPASLKEEVDEEAIVELVENG K | VEVNKDDIQKMMPP.
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Ekzon 1 de bulunan degisimlerden bir digeri gende 286.niikleotitte meydana gelen
Timinden Guanine degisikligine neden olan heterozigot degisimdir. T>G degisiminin
proteine olan etkisine bakildiginda 96. kodonda Serinden Alanin aminoasidine
dontliserek yanlis anlamli(missense) mutasyona neden oldugu goriilmektedir. Bu
degisimin Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda
degerlendirilmesi sonucu literatiirde daha once  bildirilmemis dolayisiyla bizim

calismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

110
4 40O3CCOCO AT OCT GCAC

f

|'| il
bl NﬂA ﬂ.

481 GAGGACATGGCAGAGCTCACGTGCCTCAACGAAGCCTCGGTGCTGCACAACCTCAAGGAG
250 GAGGACATGGCAGAGCTCACGTGCCTCAACGAAGCCTCGGTGCTGCACAACCTCAAGGAG
84 -E--D--M--A--E--L--T=-C--L-=N--E--A--S§--V--L--H--N--L--K--E-

Sekil 6.23. MYH9 geni 1l.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi gorlintiisii ve
MYH9 cDNA’sinda S96A degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni ile
aminoasit dizisi gorilmektedir. S96A mutasyonuna neden olan G>C degisiminin

gerceklestigi nokta ok ile isaretlenmistir.

470 b¢’lik  bir bolge olan ekzon 25 de bir hastada PCR, DNA Dizi Analizi sonucu

mutasyon saptanmistir.

<«— 470 b

Sekil 6.24. MYHO geni Ekzon 25’e ait %2’lik agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-10: Makrotrombositopeni hastalarina ait drnekler
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Ekzon 25 de 3814. niikleotitte Timin’den Guanin bazina meydana gelen degisim
proteinde 1195. Pozisyonda Serin aminoasinden Alanin aminoasidinin kodlanmasina
neden olmaktadir. S6z konusu degisim iceren “Human Genome Mutation Database”
(HGMD) e-veritabaninda degerlendirildiginde literatiirde yeralmadigi ilk kez bu

caligma ile saptandig belirlenmistir.

10 o
A A DOCAEOSTOCs CaDODOCOT

R
—— op ol e oy o e o o 3y e e ey oy e oy s
3781 GAGGCCCAGATCCAGGAGATGAGGCAGAAGCACTCACAGGCCETGGAGGAGCTGGCGERAG
o P e e e e e e e e
o o P 1 EFACLEULLAGARL LUAFEREA L DAFEULALGRARFLAL L LALALELLIL L xRl E M RE.E ME EFES
B N =T ZR N = - SRR == S
1184 -E--LA--Q--I--Q-=-E-=-M--R--Q--H--H-=-5--Q--L--V-=E-=-E--L--L--E-

Sekil 6.25. MYH9 geni 25.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi goriintiisii ve
MYHY cDNA’sinda S1195A degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni ile
aminoasit dizisi goriilmektedir. SI195A mutasyonuna neden olan T>G degisiminin

gerceklestigi nokta ok ile isaretlenmistir.

Ekzon 26 da ise iki farkli hastada 1 polimorfizm ve 2 yeni mutasyon saptanmistir. Bu

mutasyonlar tek bir hastada iki yeni mutasyon birlikteligi seklinde ortaya ¢ikmustir.

510 b

Sekil 6.26. MYHO geni Ekzon 26’a ait %2’lik agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-10: Makrotrombositopeni hastalarina ait drnekler
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Makrotrombositopeni hastalarindan birinde ekzon 26’da daha 6nce Ensembl e-
veritabaninda rs71081 referans numarasiyla belirtilen bir polimorfizm saptanmistir. Bu
degisim 3660.niikleotitte Timin den Guanin bazina homozigot degisim seklinde
meydana gelmistir. Proteinde 1144. pozisyonda GCT den GCG kodonuna degiserek

Alaninden Lizin aminoasidinin degisimine neden olmaktadir.

T80 7
G0 G@C AC TEL B 0aCH G O TT

“ by
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Sekil 6.27. MYH9 geni 26.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi goriintiisii ve
MYH9 cDNA’sinda A1144L degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni ile
aminoasit dizisi goriilmektedir. A1144L polimorfizmine neden olan T>G degisiminin

gerceklestigi nokta ok ile isaretlenmistir.

DNA Dizi Analizi sonucu 26. ekzonda yeni bir mutasyon saptanmustir. 3756.
Niikleotitte Sitozinden Adenine meydana gelen degisim proteinde Losinden Metiyonin
aminoasidinin kodlanmasina neden olmaktadir. Yine ayn1 ekzonda saptanan degisimin 6
niikleotit ilerisinde meydana gelen 3762 Guanin-Adenin degisimi proteinde Glutamat

aminoasidinden Lizin aminoasidinin kodlanmasina neden olmaktadir.
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A AGAAGACCET G GAGGAGGAGGE AADAAD ACCOTO O ADOADOADD

| 1

YE l l
3721 ARRCGTGAGCAGGAGGTGAACATCCTGRAGAAGACCCTGGAGGAGGAGGCCARGACCCAC
3490 ARACGTGAGCAGGAGGTGAACATCCTIGRAGARGACCCTGGAGGAGGAGGCCRAAGACCCAC
1164 -R-—-R—E-——Q—-E--V--N-—-I--L--R—EK-—-T--L——E-—-E--E-—A--K——-T--H-

Sekil 6.28. MYH9 geni 26.ekzonda hasta bireye ve saglikli kontrole ait DNA Dizi
Analizi gorintiisi ve MYH9 cDNA’sinda 3756 C>A (p.L1176M) + 3762 G>A
(p.E1182K) degisimlerinin meydana geldigi noktanin kodon diizeni ile aminoasit dizisi

goriilmektedir.

6.5. FGB Geni Mutasyon Analizi

Caligmaya 6 afibrinojenemi tanili hasta dahil edilmis olup FGB genine ait 7 ekzon
taranmistir. Cogaltilan 6rnekler %2’lik agaroz jelde 100V’da 10 dk yiiriitiilmiigtiir. PCR
sonunda elde edilen {riin boyutu degisimlerin bulundugu 4.ekzon icin 270 be.

uzunlugundadir.

Mo o1 2 3 4 5 6 7 8 910

< 270bg

Sekil 6.29. FGB geni Ekzon 4’e ait %2’lik agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-10: Afibrinojenemi hastalarina ait 6rnekler
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PCR yontemiyle amplifiye edilen 6rnekler piirifiye edildikten sonra DNA Dizi Analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda ekzon 4’de 627. niikleotitte yeralan Timin bazinin Sitozin
bazina olan homozigot degisimi proteinde 189. kodonda Ldsin aminoasidinin Prolin

aminoasidine degisimine neden oldugu gorilmiistiir.

CCCAACTAARCCTYTCOTOTO AATAODCAATATCCO Al A CCCT

| it | “

Sekil 6.30. FGB geni ekzon 4’de L189P degisimini gosteren hasta ve saglikli kontrole

ait DNA Dizi Analizi gortintiisii

Ayni ekzonda birkag niikleotid ilerde bagka bir hastada 644. niikleotitte meydana gelen
Sitozin-Timin degisimi ise ise kodonun sifreledigi 196.pozisyondaki Losin amino
asitinde herhangi bir degisiklik yapmadigindan, protein ifadelenmesini de

etkilemeyecegi sonucuna varilmistir.

",

20 w 100 p y
B ACTOTOAATA OTAATAT SO0AA ] SOAATAT EHBAABTALSOTT OS

|
r!J | N\/ [ﬂ | Jknwﬁﬂl " / I'u— "‘-fﬂlﬁ WU\""_J" J,l\/l!hﬁ M mﬂ-

i
T

Sekil 6.31. FGB geni ekzon 4 de 644 C>T degisimini gosteren hasta ve saglikli

kontrole ait DNA Dizi Analizi goriintiisii
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Sekil 6.32. FGB cDNA’sinda L189P ve L196L degisimlerinin meydana geldigi

noktanin kodon diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir.

Meydana gelen L189P degisiminin genin fonksiyonu iizerinde etkisi olup olmadigini
arastirmak amaciyla Expasy e-veritabaninda yeralan ‘Blast’ (http://web.expasy.org/cgi-
bin/blast/blast.pl) secenegi kullanilarak  tlirler arasinda karsilastirma yapilmis
aminoasidin bulundugu konumun genin fonksiyonu agisindan 6nemli oldugu
saptanmistir. Aminoasidin evrimsel sliregte tilirler arasinda korunmus olmasi bu
degisimin mutasyon oldugunun gostergesidir. Cizelge 4.1 de bulunan degisimin

evrimsel siiregte tilirler arasinda korundugunu gosterilmistir.

Cizelge 6.3. FGB geninin Homo sapiens’te 189. pozisyonunda yer alan Losin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

v

Homo sapiens .. LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE. .
Mus musculus ... LYIDETVNDNIPLNLRV L RSILENLRSKIQKLE..
Rattus norvegicus.. LYIDETVNDNIP NLRV L RSILE+LRSKIQKLE..
Gorilla gorilla.. LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE..
Canis lupus.. YI+ETV SNIPTNLRV L R+ILENLRSKIQKLE..
Nomascus leucogenys LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE..
Pongo abelii.. LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE..
Callithrix jacchus YIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSK+QKLE. .
Sus scrofa.. YIDETVNSNIPTNLRV L R+ILENLRSKI+KLE..
Bos taurus.. LYIDETV +NIPT LRV L RSILENLR IQKLE..

FGB geni 3. ekzon 469. niikleotitte meydana gelen heterozigot Guanin-Adenin degisimi
proteinde 136. pozisyonda Alaninden Treonin aminoasidinin kodlanmasina neden olan

missense mutasyon meydana getirmektedir.
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GAAAGGCCAATCAGAAATAGTGTTGATGAGTTARATAACAATGTGGAAGCTGTTTCCCAG
GARAGGCCAATCAGAAATAGTGTTGATGAGTTARATAACAATGTGGAAGCTGTTTCCCAG
-E--R--P--I--R--N--§--V--D--E--L--N--N--N--V--E--A--V--5--Q-

Sekil 6.33. FGB cDNA’sinda A136T degisiminin meydana geldigi noktanin kodon

diizeni ve aminoasit dizisi

6.6 Glikoprotein 11B Geni (ITGA2B) Mutasyon Analizi

Calismaya 20 Glanzmann Trombasteni (GT) tanis1 almis hasta dahil edilmistir. Hastalar
ve kontrol grubunda 35 ekzonlu GplIB geni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR )
yontemiyle ile amplifiye edilmistir. Amplifiye olan ornekler %2’ lik agaroz jelde 100
V’da baz wuzunluklarina bagli olarak degisen siirelerde yiiriitiilmiistiir. Bu gen
taramasinda siire kaybi yasanmamasi i¢in hasta grubu SSCP taramalar1 yapilmadan
amplifiye olan Orneklerin piirifikasyonlar1 yapilarak direkt DNA Dizi Analizi
yapilmistir. Bu taramalar sonucunda 4 farkli bolgede 5 tanesi ilk defa bu c¢alismada
tanimlanmis olan toplam 7 degisim tespit edilmistir. Degisim bulunan bolgeler ekzon 4,
ekzon 13, ekzon 19 olup bu bélgelerden ekzon 4 ve ekzon 13; ekzon 4-1,4-2 ve ekzon

13-1, 13-2 seklinde iki bolgeye ayrilarak her bolge icin 2 ¢ift primerle taramalari

yapilmustir. Bu bolgeler sirasiyla 213+147, 353+281, 169 b¢’lik uzunluga sahiptir.

Sekil 6.34. GplIB geni Ekzon 4-1 ve Ekzon 4-2’¢ ait %2’lik agaroz jel goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker, 1-10: GT hastalarina ait drnekler
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Jelde yiiriitiilen 6rneklerin piirifikasyonu yapildiktan sonra sekanslart yapilmistir. DNA
DiziAnalizi sonucu ekzon 4 de 468. niikleotitte meydana gelen Timin-Guanin degisimi

147. kodonda Valin’den Glisin aminoasit degisimine neden olmaktadir.

il (St

Normal Heterozigot

TR x * ™ ‘ [=
421 GCTGGACGCG GTCATTGTGGCCTGCGCCCTGGCAGCACTGGAACGTCCTAGAAAAGA
389 GCTGGAGCGACGTCATTGTGGCCTIGCGCCCCCTGGLAGCACTGGAACGTCCTAGRRALLGE
130 8--W--8--D--V--I--V--A--C--A--P--W--Q--H--W--N--V--L--E-—F--

Sekil 6.35. GplIB geni ekzon 4 DNA Dizi Analizi goriintiileri , ¢.468 T>G p. V147G
degisimi

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_ cDNA?db=core;g=ENS
G00000005961;r=17:42449548-42466873;t=ENST00000262407)

Ayni ekzonda 39 niikleotit ilerde 507. pozisyonda meydana gelen heterozigot Timin-
Guanin degisimi proteinde 159. Pozisyonda Glisinden Valin aminoasidine degisime

neden olmaktadir.
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481 FT”A"SAGGT“CAPLAwAHGCET”TAHFTAfg””E"T”TT””C”CACTHA"A”APCTCSC
449 CTGAGGAGGCTGAGAAGACGCCCGTAGGTAGCTGCTTTTTGGCTCAGCCAGAGAGCGGCC
150 T--E--E--A--E--K--T--P--V--G--S--C--F--L--A--Q--P--E--§--G--

Sekil 6.36. GplIB geni ekzon 4 DNA Dizi Analizi gorintiileri , ¢.507G>T, p. G159V
degisimi

Ekzon 4’de goriilen 468 T>G degisimi HGMD’de daha 6nce tanimlanmamig bir
degisim olup bu degisimin mutasyon olup olmadigini aragtirmak i¢in daha Onceki
taramalarda da kullanilan Polyphen adli internet tabanli bir program kullanilmistir. Bu
program dizinin evrim boyunca korunmuslugunu proteinin tahmini yapisini goz oniine
alarak hesaplamaktadir. Yapilan hesaplama sonucunda dizide olan aminosit ile degisim
sonucu olusan aminosit i¢in bi skor elde edilmektedir. Bu skor degeri 2 den biiyiikse
degisimin proteini hasara ugrattigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. 468 T>G degisimi i¢in
elde edilen skor (PSIC Score difference) 2.082 olarak bulunmustur, bundan dolay1 bu
degisim mutasyon olarak nitelendirilmektedir. Cizelge 5.1, bulunan degisimin evrimsel

stiregte tilirler arasinda korundugunu gostermistir.
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Cizelge 6.4. GplIB geninin Homo sapiens’te 468. pozisyonunda yer alan Valin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens .FLPEPEQPSRLQDPVLVSCDSAPCT | V |VQCDLQEMARGQRAMVTVLAFLWLP..
Canis familiaris SLPGSSQPSGLQDPVLLSCKSGPHT V | VQCELQEMARGQRAMVKVLAFLQLP..
Mus musculus ..FLPKPGQ-—--QDPVLVSCDSASCT V | VECELREMVRGQRAMVTVQAMLGILS.
Oryctolagus cuniculus |.LEPQPSSAAGPRDPVLVSCDSAPCT | V | VQCELQEMARGQRAMVTVLALLGLS..
Rattus norvegicus S-PQGSKQTEQQDPVLVSCNSAPCT | V| VECELQEMVRGQRAMVTVQATLGLS..
Danio rerio LEPQGSSAAGPQDPVLVSCDSAPCT | V | VQCELQEMARGQRAMVTVLALLGLS..
Sus scrofa .VLPGQKQPSSLQDPILLSCDSAPCT | V |VHCDLPEMARGQRAMVTAQAFLWLP..
Equus caballus FLPGPMQPSRLQDPVLVNCDSAPCT | V  |VQCELEEMARGQRAMVTVRAFVWLP..
Xenopus laevis FTKGDEKPPR-NHTVLLNCSSAPHT V | VQCSVQNLERGGRATVTVHSILWVP.
PolyPhen -

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph

Ekzon 4 de bulunan c. 507T>G degisimi ise literatiirde daha 6nce Nelson ve ark.’lar
(PMID:16359515) tarafindan 2005 yilinda belirtilmis olup HGMD’ de CMO054765

erisim numarastyla belirtilmistir.

Degisim bulanan bir diger bolge ekzon 13 diir. Ekzon 13; 634 bg’lik bir bolge olup 353
ve 281 bg’lik iki bolge seklinde taranmugtir. 20 GT hastas: i¢in ekzon 13 amplifiye

edildikten sonra piirifiye edilmis ve PCR iirlinleri sekanslanmistir.

Sekil 6.37. GplIB geni Ekzon 13-1 ve Ekzon 13-2’¢ ait %2’lik agaroz jel goriintiisii
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GplIB geninde Ekzon 13’ de Valin’in Losin’e degisimine neden olan bir Guanin —
Timin degisimi 1291. niikleotitte saptanmis olup degisim Val420Leu olarak
isimlendirilmistir. Proteinde 420. pozisyonda Valin’i kodlayan GTG kodonu Losini
kodlayan TTG kodonu durumuna gelmistir. Bu degisimin HGMD ‘de daha once
tanimlanmamis oldugu goriilmiistlir ve bu ¢alismada ilk kez tanimlanmistir. Degisimin
mutasyon olup olmadigr Polyphen programiyla saptanmig, programa gore mutasyon

olarak degerlendirilebilirlik skoru 2.194 olarak bulunmustur.

180 3 i - T
EOOOOCCAADTOCTOS TO T OO CCARDTOCT OOT O

J | '

I'
|
Normal Heterozigot

* g K Y R ¢
1261 CTEEGGGGTCCCAGT GECCGEEGECCAAGTGCTGETGTTCCTGGGETCAGACTGAGGGGEC
1229 CCTACGGGGGTCCCAGTGGCCEEEGCCAAGTGCTGETGTTCCTGGGTCAGAGTGAGGGGC
410 P—-Y-—G--G--P——S--G——R—-G——Q——V--L--V——F--L——G--Q——§——E——G——

Sekil 6.38. GplIB geni ekzon 13 DNA Dizi Analizi goriintiileri , ¢.1291 G>T p. V420L

degisimi
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Cizelge 6.5. GplIB geninin Homo sapiens’te 420. pozisyonunda yer alan Valin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens ..DGYNDIAVAAPYGGPSGRGQ \' LVFLGQSEGLRSRPSQVLDS..
Mus musculus ..DGYNDIAVAAPYGGPSGQGQ \' VLIFLGQSEGLSPRPSQVLDS...
Rattus norvegicus ..DGYNDVAVAAPYGGPSGQGQ \' LIFLGQSEGLSPRPSQVLDS...
Equus caballus ..DGFNDIAIAAPYGGEDKKGI \') YIFNGRSTGLNSVPSQILE...
Canis lupus familiaris | ..DGYNDIAIGAPFAGKDQRGQ, \") LIYNGNKDGLNRKPSQIL...
Sus scrofa ..DGYNDVAVAAPYGGPTGQGQ \' SVFLGQSEGLNSQPSQVLHS...
Bos taurus ..DGYNDVAVAAPCGGPNGQGQ \' LVYLGQSEGLNPSPSQVLDS...
Gallus gallus ..DGYNDIAVGAPFAGEDRRGK \' LIYNGYSNGLKTDPSQVLN ..
Anolis caralinensis ..DGYNDIAIGVPFAGKDQRGK \') LIYNGNARGLHSKPSQVL..
Pongo abelii ..DGYNDIAVAAPYGGPSGRGQ V' LVFLGOQSEGLSSRPSQVLDS..

Polyphen programima goére Val420Leu degisimi i¢in elde edilen skor (PSIC Score
difference) 2.194 olarak bulunmustur, bundan dolayr bu degisim mutasyon olarak

nitelendirilmektedir.

GplIB geninde 14. Ekzonun baslangi¢c noktasindan 107 baz gerisinde intronik bolgede
heterozigot Timin-Guanin degisimi saptanmistir. Bu degisimin adlandirilabilmesi igin

ileri fonksiyonel analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

COCTOAOCTOTO R TODOA TA F OG0 CTOAD CT'U-TCIAT.TE":\':‘A

|I|JI'| |'_||| i | .||I| |

L L

Normal Heterozigot

Sekil 6.39. GplIB geni intronik bolgede meydana gelen T>G degisiminin DNA Dizi
Analizi goriintiileri
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GplIB geni 13. ekzonda bir hastada tespit edilen 1378. niikleotitte meydana gelen
Timin-Adenin degisimi proteinde 448.pozisyonda Fenilalaninden Treonin aminoasidine

degisime neden olmaktadir.

D 180 100 220 230
A GACTCTO CCTTTAOOCTTCT CCQ . OB S C TE TOC CTA O OOC Y TECTCC S

Heterozigot

|

x

1321 TGAGGTCACGTCCCTCCCAGGTCCTGGACAGCCCCTTCCCCACAGGCTCTGCCTTTGRCT
1289 TGAGGTCACGTCCCTCCCAGGTCCTGGACAGCCCCTTCCCCACAGGCTCTGCCTTTGGCT
430 L--R--S--R--P--§--Q--V--L--D--S--P--F--P--T--G--S--A--F--G--

Sekil 6.40. GplIB geni ekzon 13 de meydana gelen P448T degisimine ait DNA Dizi

Analizi goriintiileri

Bu degisim daha Once literatiirde tanimlanmis bir mutasyon olup HGMD e-

veritabaninda CM940990 erisim numarasiyla bulunmaktadir.

Ayni ekzonda farkli bir hastada 1277. niikleotitte meydana gelen heterozigot Timin-
Adenin degisimi kodonda GTG nin GAG olarak kodlanmasina neden olmaktadir. Bu
kodlama proteinde  415.pozisyonda Serin aminoasidinin Arjinin aminoasidine

degisimiyle sonuglanmaktadir.
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1229 CCTACG
410 P--Y--G-

1261 CEBTASEGGGGTC

GAGGGGC
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Sekil 6.41. GplIB geni ekzon 13 de meydana gelen S415A degisimine ait DNA Dizi

Analizi goriintiileri

Bu degisim literatiirde daha 6nce tanimlanmamis bir degisim olup mutasyon olup

olmadig1 daha 6nceki deneylerde kullanilan Polyphen e-veritabaniyla kesinlestirilmistir.

Bu veritabanina gore degisimin evrimsel siiregte tiirler arasinda korunmus oldugu

goriilmiis ve Polyphen (PSIC Score difference) degisim skoru 2.872 olarak

hesaplanmuistir.

Cizelge 6.6. GplIB geninin Homo sapiens’te 415. pozisyonunda yer alan Serin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens

. SAIAPLGDLDRDGYNDIAVAAPYGGP

GRGOQVLVFLGOSEGLRSRPSQVLDSPFPT ..

Mus musculus

- SAIAPLGDLNRDGYMNDIAVAAPYGGP

GOGAVLIFLGOSEGLSPRPSOVLDSPFPT ..

Equus caballus

- SAIAPLGDLNRDGYNDVAVAAPYGGPD

GRGOVLVFLGOSEGLSSHPSQVLDSPFST..

Canis lupus familiaris

. SAIASLGDLDRDGYNDVAVAAPYGGRS

LGAVLVYLGQSEGLSSRPSQILDSPFPA...

Bos taurus ~SAIAPLGDLNRDGYNDVAVAAPCGGPN GAGAVLVYLGASEGLNPSPSQVLDSPF..
Sus scrofa - SAIAPLGDLNRDGYMNDVAVAAPYGGPT GAGAVSVFLGOSEGLNSQPSAVLHSPRAA
Pongo abelii -SAIAPLGDLDRDGYNDIAVAAPYGGPS GRGQVLVFLGOSEGLRSRPSQVLD..

Rattus norvegicus

-SAIAPLGDLDRDGYNDIAVAAPYGGPS

GRGQVLVFLGOSEGLRSRPSQYL...

Andlis carolinensis

.SAIAPLGDLDRDGYNDIAVAAPYGGP

GRGQVLVFLGOSEGLRSRPSQYVLDSPFPT ..

Gallus gallus

. SAIAPLGDLDRDGYNDIAVAAPYGGP

GRGAVLVFLGOSEGLRSRPSQVLDSPFPT..
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Missense mutasyonlardan bir digeri ise gende 19. ekzonda 1921. niikleotitte meydana
gelen CAC kodonunun CGC seklinde kodlanmasina neden olan heterozigot
birdegisimdir. Bu degisimin proteinde etkisine bakildig1 zaman 646.pozisyonda yeralan

Treonin aminoasidinin Alanin aminoasidi seklinde kodlandig1 goriilmiistiir.

==

110 120 70 g0
CCCCAO C TTCADG C TCAC TGO C CCCCaoCTTCALAO CTCELCT oG

Myl

Normal Heterozigot

5 R*** v K
1921 TCCTGGACTGETGGGGAAGATGACEIMIGTGTGCCCCAGCTTCAGCTCACTGCCAGCETGA
1889 TCCTGGACTGTGGGGAAGATGACGTATGTGTGCCCCAGCTTCAGCTCACTGCCAGCGTGA
630 v--L--D--C--G--E--D--D--V--C--V--P--Q--L--Q--L--T--A--5--V--

Sekil 6.42. GplIB geni ekzon 14 de 1921 A>G degisimine ait DNA Dizi Analizi

goriintiileri

HGMD e-veritabaninda daha once tanimlanmamis olan bu degisim evrimsel siirecte
tiirler arasinda korunmus olup degisimin mutasyon oldugu Polyphen e-veritabani (PSIC
score difference: 2.356) ve NCBI Multipl Alignment Tool veritabaniyla

kesinlestirilmistir.
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Cizelge 6.7. GplIB geninin Homo sapiens’te 646. pozisyonunda yer alan Treonin

aminoasidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens ..SNVEGFERLICNQKKENE T RVVLCELGNPMKKNAQIGIAML..
Mus musculus ..SNIEGFERLVCTQKKENE T RVALCELGNPMKKDTRIGITML..
Canis lupus familiaris ..SNIEGFERLICNQKKENE T KIVLCELGNPMKRNARIGITML ..
Rattus norvegicus ..SNVKGFERLVCTQKKENE T RLALCELGNPMEKKDTRIGITML ..
Bos taurus ..SNMEGFERLICNQKKENE T KVVLCELGNPMKSNAQIEVMM..
Sus scrofa ..SNVEGFERLICNQKKENE T RVVLCELGNPMKKNAQIGIAML..
Danio rerio ..SNVEGFERLICNQKKENE T RVVLCELGNPMEKKNAQI......
Papio cynocephalus ..SNVEGFERLICNQKKENE T RVVLCELGNPMKKNAQIGIAML...
Callithrix jacchus ..SNVEGFERLICNQKKENE T SVVLCELGNPMKKNAQIGIAML....
Ailuropoda melanoleuca | ..SNIEGFERLICNQKKENE T KMVLCELGNPMKRNARIGITML...

6.7. Glikoprotein I11A Geni (ITGB3) Mutasyon Analizi

Calismaya Glanzmann Trombasteni tanisi almig 12 hasta ve 90 saglikli kontrol dahil
edilmistir. GplIB ile iliskili GpIIIA geni 32 ekzondan olugmaktadir ve ¢alismanin bu
boliimiinde mutasyon siklig1 yiiksek olan 4 ekzon belirlenerek hasta ve saglikli kontrol
grupta gen taramasi yapilmistir. Tarama sonucunda 5.ekzonda HGMD’de daha once
tanimlanmamig bir degisim tespit edilmistir. Bu degisim 680. niikleotitte yeralan
Adenin bazindan Sitozin bazina heterozigot degisim seklindedir. Degisimin protein
1zolosin

tizerine etkisine bakildiginda 221. pozisyonda Losin aminoasidinin

aminoasidinin kodlanmasina neden oldugu goriilmiistir.
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661 cracannEafETcCTGARGCTAACTGACCAGGTRACCCGRTTCAATGAGEARGTGAAGRR
645 CTACAAACACGIGCTGACGCTAACTGACCAGGTGACCCGCTTICAATGAGGAAGTGAAGAA
215 --Y--K--H--V--L--T--L--T--D--Q--V--T--R--F--N--E--E--V--K--K

+

Sekil 6.43. GplIIA geni ekzon 5 de meydana gelen 680 A>C degisimine ait DNA Dizi

Analizi goriintiisii
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7. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Gen taramalarinda ortaya konulan mutasyonlarin ve gen degisimlerinin ne kadar risk
getirdiginin saptanmasi amaciyla ’IBM SPSS Statistics 20 for Ki Kare’’ programi
kullanilmistir. Ki-Kare tablolarinda farklilik var m1 sorusunu test ederken %5 yani 0,05

yanilma payui ile ¢alisilarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

7.1. Pediatrik inmeli hastalarda PCI Gen Taramasma iliskin

Durum
. Ki-
Degisim Degisim | Toplam | o | P
Bulunan | Bulunmayan
N 6 84 90
Hasta %
Grub Hastalk 6,7 93,3 100,0
PCl gen %Durum 75,0 43,8 45,0
taramasi N 2 108 110
Kontrol %
Grubu Hastalik 1,8 98,2 100,0 3,030 | 0,143
%Durum 25,0 56,3 55,0
N 8 192 200
Toplam % 4,0 96,0 100,0
Hastahik ! ! !
%Durum 100,0 100,0 100,0
Pediatrik inmeli hastalarda PCI ig:in Odds Degeri 3,857

Tablo 7.1. Pediatrik inme hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve OR degeri

Calismaya dahil edilen 90 hasta ve 110 saglikli kontrol i¢in degerlendirme yapildiginda;
klinik olarak inme teshisi almis 90 hastadan % 6.7 sinde genetik degisim saptanirken
%093.3 genetik olarak bir degisim saptanamamustir. 110 saglikli bireyden olusan kontrol
grubunda ise bireylerin % 1.8 inde genetik bir degisim saptanirken %98.2 si klinige
uygun sekilde sagliklidir. Siitun bazinda degerlendirme yapildiginda ise degisim
saptanan hastalarin % 75 i hasta grubunda iken % 25’1 saglikli kontrol grubunda yer
almaktadir. Saglikli bireylerden secilen kontrol grubunda ise % 43.8’1 hastalikla iligkili

bulunurken % 56.3’ii gergekten kontrol grubu olarak kabul edilebilecegi saptanmaistir.
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Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda PCI geni igin istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). Anlamli bir farklilik tespit edilemediginden dolay:

Odds degerinin yorumlanmasi dogru degildir.

7.2. Homosistiniiri hastalarinda CBS Gen Taramasma iliskin Analiz

Durum
we o I Kl'
Degisim Degisim Toplam Kare p
Bulunan | Bulunmayan
N 3 7 10
Hasta %
Grubu | Hastahk 30,0 70,0 100,0
Hastalik %Durum 100,0 7,2 10,0
CBS N 0 90 90
Kontrol %
Grubu | Hastalik 0,0 100,0 100,0 | 27,835 | 0,001*
%Durum 0,0 92,8 90,0
N 3 97 100
Toplam % 3,0 97,0 100,0
opla Hastahk ! ! J
%Durum 100,0 100,0 100,0

Homosistiniirili hastalarda CBS Degeri

Tablo 7.2. Homosistiniiri hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve OR degeri

Klinik olarak homosistiniiri tanist almis 10 hasta ve 90 saglikli kontrolde yapilan CBS

gen taramasi sonucu 3 hastada genetik bir degisim saptanmistir. Kontrol grubunda ise

klinige uygun olacak sekilde herhangi bir degisim saptanamamaistir.

Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmustur

(Ki-Kare:27,835, p:0,001). Ancak varsayimlar saglanamadigindan dolayr Odds degeri

hesaplanamamustir.
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7.3. FV- FVIII Kombine Eksikligi Hastalarinda

ERGIC53 Gen Taramasina

Mliskin Analiz
Durum
Ki-
Degisim Degisim Toplam Kare p
Bulunan | Bulunmayan
N 6 10 16
Hasta 'y "hoctank | 37,5 62,5 100,0
Grubu
FVEVIIID %Durum 100,0 10,5 15,8
ERGIC53 N 0 85 85
Kontrol [ = stahk 0,0 100,0 100,0 | 33,888 | 0,000*
Grubu
%Durum 0,0 89,5 84,2
N 6 95 101
Toplam % Hastalik 59 94,1 100,0
%Durum 100,0 100,0 100,0

FVFVIIID’li hastalarda ERGIC53 I¢in Odds Degeri

Tablo 7.3. FV-FVIII kombine eksikligi olan hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve

OR degeri

Klinik olarak FV-FVIII kombine eksikligi tanist almis 16 hasta ve 85 saglikli kontrolde

yapilan istatistiki arastirmada hasta grubunda olanlarin % 37.5 inde genetik bir degisim

saptanirken %62.5 ‘inde herhangi bir degisim saptanamamustir. Kontrol grubunda ise

klinige uygun sekilde bir degisim saptanmamis olup saglikli olma oran1 %100 diir.

Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmustur

(Ki-Kare:33,888, p:0,000). Ancak varsayimlar saglanamadigindan dolayr Odds degeri

hesaplanamamustir.
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7.4. Makrotrombositopeni Hastalarinda MYH9 Gen Taramasina iliskin Analiz

Durum
o Ki-
Degisim |  Degisim | Toplam | o | P
Bulunan | Bulunmayan
N 7 18 25
Hasta %
Grubu | Hastalik 28,0 72,0 100,0
Makro %Durum | 100,0 16,4 21,4
trombositopeni
MYH9 N 0 92 92
Kontrol %
Grubu | Hastalik 0,0 100,0 100,0 | 27,399 | 0,000*
%Durum 0,0 83,6 78,6
N 7 110 117
Toplam % 6,0 94,0 100,0
P Hastalik ! ! '
%Durum 100,0 100,0 100,0

Makrotrombositopeni hastalarinda MYHO9 icin Odds Degeri

Tablo 7.4. Makrotrombositopeni olan hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve OR

degeri

Calismaya dahil edilen 25 hasta ve 92 saglikli kontrolle yapilan taramanin istatistiki

degerlendirilmesi sonucunda hasta grubunun % 28’ inde genetik degisim saptanirken,

klinik olarak tani konulmus olmasina ragmen % 72sinde herhangi bir genetik degisim

saptanamamugtir. Kontrol grubunda ise klinige uygun sekilde bir degisim saptanmamis

olup saglikli olma oran1 % 100 diir. Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda MYH9 geni

igin istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (Ki-Kare:27,399, p:0,000). Ancak

varsayimlar saglanamadigindan dolay1 Odds degeri hesaplanamamastir.

113




7.5. Afibrinojenemi Hastalarinda FGB Gen Taramasima Iliskin Analiz

Durum
. Ki-
Degisim | Degisim | Toplam | | p
Bulunan | Bulunmayan
N 5 6 11
Hasta %
Grubu | Hastank 455 54,5 100,0
FBG N 1 89 90
Kontrol % 11 98,9 100,0 | 34,494 | 0,000*
Grubu | Hastahk ! J ' . ,
%Durum 16,7 93,7 89,1
N 6 95 101
%
Toplam Hastalk 59 94,1 100,0
%Durum 100,0 100,0 100,0

Afibrinojenemi hastalarinda FGB icin Odds Degeri

74,167

Tablo 7.5. Afibrinojenemi olan hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve OR degeri

Klinik olarak afibrinojenemi tanist almig 11 hasta ve 90 saglikli kontrolle yapilan FGB

gen taramasi istatistiki olarak degerlendirildiginde hasta grubunun % 45.5’inde genetik

olarak bir degisim saptanirken, % 54.5’1 genetik olarak herhangi bir degisime sahip

degildir. Kontrol grubunda ise % 1.1 inde degisim saptanmistir. Degerler siitun bazinda

degerlendirildiginde degisim bulunanlarin %83.3’ti hasta grubunda iken % 16.7 si

kontrol grubundadir. Saglikli kontrol olarak calismaya dahil edilen hastalarin %

6.3’linde herhangi bir genetik degisim saptanirken % 93.7 si genetik ve klinik olarak

gergekten saglikli bireylerdir. FGB gen taramasma ait uygulanan Ki-Kare analizi

sonucunda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (Ki-Kare:34,494, p:0,000).

FGB genindeki degisim hastalik i¢in 74.167 kat risk getirmektedir.
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7.6 Glanzmann Trombasteni (GT) hastalarinda GpIIB Gen Taramasma {liskin

Analiz
Durum
e Ki-
Degisim | Degisim | Toplam |\ .| P
Bulunan | Bulunmayan
N 8 12 20
Hasta o
Grubu % Hastahk 40,0 60,0 100,0
GT %Durum 100,0 11,8 18,2
GpllB N 0 90 90
Kontrol [, *
Grubu % Hastahk 0,0 100,0 100,0 | 38,824 | 0,000
%Durum 0,0 88,2 81,8
N 8 102 110
Toplam % Hastahk 7.3 92,7 100,0
%Durum 100,0 100,0 100,0
GT hastalar icin GplIB icin Odds Degeri -

Tablo 7.6. Glanzmann trombasteni sendromlu hasta ve saglikli kontrol grubunda p ve
OR degeri

GT tanist almis 20 hasta ve 90 saglikli kontrolde yapilan GplIB gen taramas istatistiki
olarak degerlendirildiginde hasta grubunun % 40inda genetik olarak bir degisim
saptanirken kontrol grubunda klinige uygun olarak bir degisim saptanmamistir. Siitun
bazinda sonuglar degerlendirildiginde degisim bulunanlarin %100 i hasta grubunda
iken % 11.8 1 saglikli olarak bulunmustur, kontrol grubunda ise bu oran % 88.2 dir.
GplIB gen taramasina ait uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlaml
(Ki-Kare:38,824, p:0,000). Ancak

bir farkliik  bulunmustur varsayimlar

saglanamadigindan dolay1 Odds degeri hesaplanamamustir.
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7.7. Glanzmann Trombastenili hastalarda GpIIIA Gen Taramasina iliskin Analiz

Durum
Ki-
Degisim Degisim Toplam Kare p
Bulunan | Bulunmayan
N 1 11 12
Hasta
Grubu % Hastalik 8,3 91,7 100,0
GT %Durum 100,0 109 118
GplllA N 0 90 90
Kontrol [, " stalk 0,0 100,0 1000 | 174 |0.118
Grubu
%Durum 0,0 89,1 88,2
N 1 101 102
Toplam % Hastalik 1,0 99,0 100,0
%Durum 100,0 100,0 100,0

GT Hastalarinda GplIIIA icin Odds Degeri

Tablo 7.7. Glanzmann trombasteni sendromlu hasta ve saglikli kontrol grubunda
GpllIIA geni i¢in p ve OR degeri

Klinik olarak GT tanis1 konulmus 12 hasta ve 90 saglikli kontrolde yapilan analiz

sonucu hasta grubunun % 8.3 oranla genetik degisim saptadigi ve %91.7 de ise herhangi

bir degisim olmadigi saptanmustir. GplIIIA  geni i¢in uygulanan Ki-Kare analizi

sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
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8. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde insan genetigi iizerine yapilan arastirmalarda iizerinde durulan baslica konu
genlerdeki mutasyonlarin  belirlenmesi, bu mutasyonlarin bireyler/populasyonlar
arasindaki farkliliklarinin saptanmasi ve bunlarin olasi etkilesimlerinin belirlenmesidir.
Genetik hastaliklar arastirilirken oncelikle klinik olarak bilinen hastalikla iliskili geni
tanimlanmakta ikinci etapta hasta gruplarinda belirlenen gen taranarak mutasyonlarin
tespiti yapilmakta ve klinikle desteklenen genetik sonuglarla da hastaligin tedavisinde
yol alinmaktadir. Belirlenen mutasyonlar tiim diinyada simdiye dek tanimlanan biitiin
mutasyonlart iceren bir veritabant ile /Human Genome Mutation Database
degerlendirilmekte ve farkli veritabanlar1 kullanarak ilgili genlerin iirlinlerinin yap1 ve

islevleri, mutasyonun yarattig1 etki incelenerek sonuglar degerlendirilmektedir.

Bu ¢alismada Tiirk populasyonunda nadir goriilen hematolojik hastaliklar ¢aligilmistir
ve sonuglar yukarda belirtilen veritabanlari ile birlikte 1996 yilinda kurulan ¢’Rare

Bleeding Disorders Database’’ takip edilerek degerlendirilmistir.

Bu calismanin ilk grubunu pediatrik inme grubundaki hastalar olusturmaktadir. Inme,
gelismis iilkelerde 6liime neden olan hastaliklar arasinda tigiincii siradadir ve ayrica
erigkin sakatligmin da en sik nedenlerindendir. inme ile ilgili ¢ok fazla klinik arastirma
yapilmis olmasina ragmen inmeye yatkinlik olusturan genetik faktorlerin saptanmasi ve
bireye 0zgii tedavilerin uygulanmasina yonelik calisma ¢ok azdir. Bu calismada 90
pediatrik inme tanis1 almis ¢ocukta PCI gen taramasi yapilmistir ve ¢alisma sonucunda
2 yeni mutasyon tanimlanmistir. Calismada FV Leiden 1691 G>A mutasyonu
bakimindan heterozigot, pediatrik inme tanisi almis, 5 yasindaki erkek ¢ocukta bu gende
ilk defa tanimlanan bir mutasyon tespit edilmistir. Faktor V Leiden mutasyonu vendz
tromboembolik olaylarin simdiye kadar saptanmis en yaygin genetik risk faktortidiir
ancak bu vakada dikkat ¢ekici olay ¢ocugun babasinda da ayni mutasyonun tespit
edilmis olmasidir. Cocugun 6ykiisiine bakildiginda donorii babasi olacak sekilde kemik
iligi transplantasyonu gecirmis oldugu goriilmiistiir. Cocugun transplantasyon oncesi
DNA’s1 PCI geninde bu mutasyon agisindan tarandiginda herhangi bir degisime
rastlanilmamistir. Bu durum transplantasyon Oncesi mutasyon tagimayan olgunun
transplantasyon sonras1 dondrden (babasi), hiperkoagiilabiliteye yol agabilecek iki farkli

genden mutasyon aldigini gostermistir. Koagiilasyon kaskadinda yer alan proteinlerde
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meydana gelen defektlerin transplantasyonla dondrden aliciya ge¢mis olabilecegi ve
klinik agisindan bu durumun 6nemli olabilecegi bu g¢aligmayla gosterilmistir. Ayrica
2001 yilinda Crawford ve ark.’lar1 kemik iligi transplantasyon sonrasi stroke (inme)
olusumu ile ilgili yaptiklar1 arastirmada inmenin meydana gelmesinin BMT (kemik iligi
transplantasyonu) geciren insanlarda genel populasyona gore ¢ok daha sik oldugunu,
calismalarina dahil ettikleri 36 hastada bu oranin %3 civarinda oldugunu belirtmislerdir
(144). Bu calisma; PCI geni ile pediatrik inme arasindaki olasi iliskiyi ortaya koyan ilk

calisma olmasi bakimindan 6nemlidir.

Hematolojik hastaliklardan Hemofili A ve Hemofili B toplumlarda en sik goriilen
kanama hastaliklaridir. Bunlarla beraber von Willebrand faktor hastaligi da Faktor VIII
‘de ikincil defektle iligkili primer hemostaz defektidir. Ve bu X’ e bagli hastaliklar tiim
kalitsal koagiilasyon faktor eksikliklerinin % 95-97’sini olusturmaktadir. Geri kalan %
3-5 ise daha nadir goriilen yaygin kalitsal hastaliklardir. Bu grup fibrinojen, protrombin,
FV, kombine FV+FVIIL, FVII, FX, FXI ve FXIII eksikliklerini i¢erir ve bu hastaliklar
otozomal resesif kalitim gostermektedirler. Hastaliklarin prevalanst Bati toplumlarinda
1/500000 veya daha az iken Ortadogu iilkelerinde, Giiney Hindistan gibi akraba
evliliklerinin ¢ok oldugu toplumlarda 10 ila 20 kat fazladir. Yapilan arasgtirmalar
degerlendirildiginde tiim diinyada FXI ve FVII %37 ve % 23 oranla en sik goriilen
nadir hematolojik hastaliklar iken bunlar sirasiyla %10 ile FV ve fibrinojen eksikligi, %
9 ile FX eksikligi, % 6 ile FXIII eksikligi, %3 ile kombine FV+FVIII eksikligi ve % 2
ile FII eksikligi takip etmektedir. ilk defa 1954’de tamimlanan orta derecede
kanamalara yol agan bir hastalik olan Faktor V ve Faktor VIII kombine eksikligi
(FSF8D) milyonda bir goriiliir ve otozomal resesif gecis gosterir. Bu hastaligin kadin ve
erkeklerde goriilme siklig1 esittir. Akraba evliliklerinin daha ¢ok goriildiigi Ortadogu
iilkelerinde prevalansi yiiksektir. Simdiye kadar diinyada 60 ailede 100 den daha az
insanda ortaya c¢ikan bu hastalik burun kanamalari, dogum sonrasi ve cerrahi
miidahaleler sonrasi kanamalar, viicutta kolay morarmaya neden olan semptomlara
sahiptir.

Homosistein, diyetle alinan ve endojen proteinlerden sentezlenen, hem protein sentezi
hem de S-Adenozilmetiyoninin (SAM) olusmasini saglayan madde olan metiyoninden
metabolize olan thiol’lii esansiyel bir aminoasittir. Homosistein diizeyinin dengelenmesi
ise remetilasyon yoluyla yapilabildigi gibi CBS enziminin gorev aldig1 transsiilflirasyon

yolu ile de saglanmaktadir. CBS enziminin katalizledigi reaksiyonla homosistein
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sisteine indirgenir. CBS aktivitesinin azalmasiyla iliskili olan bir grup c¢aligma
konumuzu olusturan Mudd ve ark.’lar1 tarafindan 1995 de ortaya koyulan

homosisteinuridir.

Homosisteiniirinin prevalans1 1/200000- 1/335000 olarak rapor edilmistir. Ulkelere gore
prevalanslara bakildginda 2010 yilinda Katarda yapilan arastirmada 1:18000, 1995 de
Irlanda da yapilan arastirmada 1:1800, 2001 de Almanyada 1:17800 ve 2004’de
Norvecte yapilan arastirmada ise 1:16400 olarak belirtilmistir.

CBS geninde en sik goriilen mutasyonlardan biri enzimin 7. intronunun 3’ ucu ve 8.
ekzonunun 5’ ucu arasinda olan 68 bg’lik bir insersiyon (844ins68)dur. Akar ve ark.
(1998) tromboz olusturma riskleri icin CBS 844ins68 ve MTHFR 677CT
mutasyonlarmma  Tiitk toplumunda arastirmiglardir.  Tromboz olusumu igin
MTHFR677CT nin ve CBS 844ins68’in bazi kosullarda bir risk faktorii oldugunu
gostermislerdir (143). Grossmann ve ark. (2002) yaptig1 calismada CBS 844ins68’in ve
MTFHR 677CT mutasyonunun derin ven hastalar1 i¢in bir risk faktérii olmadigini
saptamiglardir. Kondrad ve ark. (2004) sigara, hipertansiyon, diisiik B1, seviyesi ya da
folat seviyesindeki eksikliginin homosistein seviyesini etkiledigini ortaya koymuslar ve
CBS 844ins68 mutasyonuyla homosistein seviyeleri arasinda bir korelasyon
kuramamislardir.  Dilley ve ark’lar1 2001 yilinda yaptiklart ¢alismada miyokard
enfaktiisli hastalarda CBS 844ins64 mutasyonunun bir risk faktori olmadig
bulunmustur (Dilley ve ark. 2001). Zhang ve Dai’nin (2001) yaptiklar1 c¢alismada
mutasyonun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein diizeyini azalttigin1 ve vaskiiler
tromboembolik hastaliklara kars1 koruyucu bir etkisi oldugunu saptamislardir (144).
Akar ve ark’larinin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada homosistein diizeyi ve CBS
844ins64 mutasyonu arasinda anlamli bir istatistiki deger elde edilemeyerek
mutasyonun herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmistiir. 844ins68 ile birlikte CBS
geninde en sik goriilen mutasyonlardan bir digeri de 833 T>C missense mutasyonudur.
Bilindigi gibi homosisteinin sisteine metabolize oldugu major organlardan biri
karacigerdir. Barouki ve ark.’larinin 2009’da yaptiklar1 ¢alismada insanda karacigerde
CBS mRNA sinin 833T>C ve 844-845ins68 ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir
(145).
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2013 yilinda CBS {izerine yapilan bir arastirmada ise CBS in kristalize yapisi1 lizerinde
inceleme yapilmig, CBS in S-adenozilmetiyonin (SAM) i¢in iki baglanma bolgesi
icerdigi, CBS aktivasyonunun regiilasyonunun ve stabilitesinin SAM tarafindan
saglandigimi  gosterilmistir. Genetik hastaliklarda proteinlere ligandlarin  etkisi

arastirilarak yeni farmakolojik stratejilerin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu caligmada CBS geninde ilk defa tanimlanan 110 bg’lik insersiyon gende daha 6nce
ayni bolgede tanimlanan 844ins68 mutasyonu ile referans diziyle karsilastirildginda
dizilerin  birbiri {izerine c¢akigsmadigi gOriilmiistiir. 844ins68’in  homosistein
metabolizmasina olan etkisi bilinmektedir. Calismada saptanan 110 bg¢’lik insersiyon

homosistein diizeyi ile iligkili hastaliklarda 6nemli olabilir.

Pihtilagma sisteminde fibrin olusumunun Onciisii olan fibrinojenin eksikligiyle
karakterize olan nadir goriilen hastaliklardan afibrinojenemi hastalarinda saptanan
kanamalar hemofili hastalarina oranla daha az siddetli olmaktadir. Bu durumun
trombositlerde normal diizeylerde olan GplIB —IIIA reseptorlerinin von Willebrand
faktor tarafindan baglanarak agregasyona katkida bulundugu bdylece kanamanin daha
az siddetli oldugu sanilmaktadir. Hastaligin yaklasik %20’sinde c¢esitli genetik
mutasyonlar tanimlanmistir. Simdiye kadar tanimlanan mutasyonlardan en sik goriileni
missense mutasyonlardir ve bunlar A44C, G45C,A74C, A98T, A190S, A196C, L202G,
A285C, T296T, G377A, L383A, G430A, G444S, T467T, T492L mutasyonlari,
literatiirde splice mutasyon olarak 3 mutasyon tanimlanmistir bunlar IVS1 as -600 A>G,
IVS6 ds +13 C>T ve IVS7 ds +1 G>T mutasyonlaridir. Bu c¢aligmada tanimlanan
mutasyonlar ise literatiirde daha Once tanimlanmamis olup bu ¢alismada ilk defa
saptanmis mutasyonlardir. Gende 4.ekzonda 644. niikleotitte meydana gelen degisim
molekiiliin aminoasit dizilimini degistirmeyip ayni aminoasiti kodladig1 i¢in hastaliga
neden olabilecek degisim olarak diisiiniilmemektedir.

FV-FVIII kombine eksikligi ¢ogunlukla akraba evliligi Oykiisii olan ailelerin
cocuklarinda ortaya cikan nadir goriilen bir hematolojik hastalik olup yapilan
arastirmalarda Orta Dogu, Giiney Amerika, Avrupa ve Uzak Doguda bir ¢ok iilkede
hastaligin varligmin yiiksek oldugu saptanmistir. En yiiksek prevalansi Israil’de
yasayan Ispanyol ve Portekiz kokenli Yahudiler gdstermistir. Yapilan genetik
analizlerde simdiye kadar tanimlanan 33 mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan

10 unu missense ve nonsense mutasyonlar olusturmaktadir. Bunlar MIT, T67S, G114X,

120



A202X, L302T, G317X, G380X, A456X, C475A seklinde literatiire gecmistir. Bu
calismada bulunan mutasyonlar ise Tiirk populasyonunda ilk defa tanimlanmis olup
bunlar 1233delT, R202X, M354A mutasyonlar1 ile literatiirde daha 6nce tanimlanan
intronik degisimler olan 1570 C>T degisimi ve 764-86 A>G degisimleridir. FV-FVIII
kombine eksikligi otozomal resesif kalitim gdsteren bir hastalik olmasina ragmen bu
calismada bulunan R202X/1233delT mutasyonlar1 ile hastalifin compound (ikili)
heterozigot kalitima sahip olabilecegi de gosterilmistir. Compound heterozigotlukta
anne ve baba farkli mutasyon tasiyicilart olup bu mutasyonlarin ¢ocuklarinda biraraya

gelme durumu sézkonusudur ve bu calismada da ilk defa bu durum gosterilmistir.

FV-FVIII kombine eksikligi ile ilgili MCFD2 gen taramasinda ise herhangi bir degisim

saptanamamistir.

Dev trombosit sendromu otozomal dominant kalitim gdsteren az sayida kanama ve
notrofilik inkliizyon cisimciklerinin varlig1 ile karakterize olan nadir goriilen
hematolojik bir hastaliktir. MYH9 geninde meydana gelen tekli aminoasit
mutasyonlarinin ¢ok sayida doku ve organda bozukluga yolactigi bilinmektedir.
NHMCIIA ailesinden olan MYH9 geninde tanimlanmis mutasyonlarin aralii
93.kodonda Avrjininden (Arg®) baslayip 1933. kodonda Asparajin aminoasidi (Asp'***)
ile sonlanmaktadir. MYH9 geninde simdiye dek tanimlanan 45 mutasyondan 8 tanesi bu
calismayla iligkili olan dev trombosit sendromlu hastalarda tanimlanmistir. HGMD
verilerine gore bu mutasyonlar A95T, A95A, A1165L, A1424T, 11816V, 75delG,
1204delC, 1942delT  seklindedir. Tabloda goriildiigii gibi bu calismada bulunan
mutasyonlarin hepsi literatiirde daha once belirtilmemis olup ilk defa bu arastirma ile
ortaya konulmustur. Bulunan mutasyonlardan iki tanesi ayn1 ekzon iizerinde 6 niikleotit
arayla “’iki yeni mutasyon birlikteligi’’ seklinde meydana gelmistir. Bulunan

mutasyonlarin disinda literatiirde daha 6nce tanimlanmis olan bir polimorfizm de yine

bu calismada gosterilmistir.

MYH?9 iizerine yapilan c¢alismalarda elde edilen verilerle mutasyonlar igin iki olasi
mekanizma belirlenmistir. Bunlardan birisi MYH9 geninin dahil oldugu NHMCIIA
siifinda agir zincirlerden birinin kararsiz oldugundan dolay1 degrade edildigi boylece
hematolojik belirtilerin ortaya ¢iktigi, diger bir diisiince ise dominant aktiviteye sahip

olan mutant agir zincirlerin yabanil tip agir zincirin fonksiyonunu inhibe ettigidir.
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Calisma grubunu olusturan bir diger hastalik olan Glanzmann Trombastenisi (GT)
klinik olarak ¢ocuk veya erken donemde cilt ve mukozadaki kanamalarla teshis konulan
bir hastaliktir ve uzun siireli kanama zamanina sahiptir. ADP, epinefrin, trombin ve
kollajen gibi fizyolojik agonistlere karsi trombositlerin agregasyonunda basarisizlikla
karakterizedir. Bu otozomal resesif kalitima sahip nadir goriilen hastalik GpIIB- GpllIA
kompleksinde kalitatif veya kantitatif defektle olusmaktadir. GT ile ilgili yapilan
arastirmalarda hastaligin goriilme sikligmin iran, Hindistan ve Ortadogu iilkeleri gibi
akraba evliliklerinin ¢ok oldugu iilkelerde arttig1 belirtilmistir. Konuyla ilgili en
kapsamli arastirma 2004 yilinda Toogeh ve ark.lari tarafindan yapilmistir ve bu
calismada Iran’dan 382 trombastani olgusunu yayinlamislardir. Bu ¢alismada, hastalara
ait akrabalik iliskisi % 87 olarak belirtilmektedir. 2006 yilinda yapilan baska bir
calismada Urdiin i¢in 1:81.000, Israil i¢in 1:143.000, Iran i¢in 1:170.000 goriilme siklig
ortaya konulmustur. Ulkemizde ise genellikle GT klinigi {izerine arastirmalar yapilmus
olup genotip calismalar1 ¢ok nadirdir. HGMD verilerine goére iilkemizden tanimlanan
literatiire gegen herhangi bir mutasyon bulunmamaktadir. GplIB geninde simdiye dek
127 mutasyon tanimlanmistir bu mutasyonlardan en sik goriilenleri L86P, G267Z,
1458M, L830R ve IVS19 ds +1 G>A mutasyonlaridir. Ulkemizde yapilan nadir
calismalardan biri olan bu arastirmada literatiirde daha 6nce tanimlanmamis ilk defa bu

calismayla 4 yeni mutasyon belirtilmistir (Cizelge 7.4)

GT hastalarinda GplIB ile iliskili olan GplIIIA gen taramasinda ilk tanimlanan mutasyon
1992 yilinda Chen ve ark’lar1 tarafindan tanimlanan 2259. niikleotitte T>C’e meydana
gelen Ser752Pro mutasyonudur. GpllIA ile GT arasindaki iligki ortaya koyulduktan
sonra yapilan c¢aligmalarla glinlimiize dek gende 92 mutasyon tanimlanmistir. Bu
calismada Tirklere 6zgii HGMD de daha once tanimlanmamis GplIIA geninde 1,
GplIB geninde ise 4 yeni mutasyonun ortaya konmasi ileride yapilacak olan ¢aligmalara

yararli olmasi agisindan 6nem arzetmektedir.

Calisma sonucunda buldugumuz degisimler asagidaki cizelgelerde 6zetlenmistir.
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FGB geninde;

Cizelge 8.1. Afibrinojenemi hastalarinda FGB geninde bu c¢aligmada tanimlanan
mutasyonlar

Hasta Ekzon Degisim Mutasyon tipi Protein
N.T. Ekzon 3 c. 469 G>A Missense mutasyon Al136T
M.T Ekzon 4 c. 617 T>S Missense mutasyon L189P
Y.D. Ekzon 4 C. 644 S>T Nonsense mutasyon L196L

ERGIC-53 (LMANL1) geninde;

Cizelge 8.2. FV-FVIII kombine eksikligi olan hastalarda ERGIC-53 geninde bu

calismada tanimlanan mutasyonlar

Hasta Ekzon Degisim Mutasyon Tipi Protein
R.G. Ekzon 4 €.1233delT Delesyon G157W
B.G Ekzon 9 c. G>A Nonsense Mutasyon R202X
B.G. Ekzon 9 c. 1088 T>G Missense Mutasyon M354A

MYH9 geninde;.

Cizelge 8.3. Makrotrombositopeni hastalarinda MYH9 geninde bu caligmada

tanimlanan mutasyonlar

Hasta Ekzon Degisim Mutasyon Tipi Protein
SY. Ekzon 1 c.197G>S Missense mutasyon L64A
O.M.T. Ekzon 1 €.286 T>G Missense mutasyon S96A
Y.Y. Ekzon 25 €.3814T>G Missense mutasyon S1195A
M.H.C. Ekzon 26 c.3756 C>A Missense mutasyon L1176M
M.H.C. Ekzon 26 c.3762 G>A Missense mutasyon E1182K
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GplIB (ITGA2B) geninde;

Cizelge 8.4. GT hastalarinda GplIB geninde bu ¢aligmada tanimlanan mutasyonlar

Hasta Ekzon Degisim Mutasyon Tipi Protein
V.C. Ekzon 4 c. 468 T>G Missense mutasyon V147G
R.C. Ekzon 4 c. 507 T>G Missense mutasyon G159V
S.B. Ekzon 13 c. 1277 T>A Missense mutasyon S415R
D.K. Ekzon 13 c. 1291 G>T Missense mutasyon V420L
M.D. Ekzon 13 c. 1378 T>G Missense mutasyon P448T
R.C. Ekzon 19 c. 1921 A>G Missense mutasyon T646A

Koagiilasyon yolaginda onemli rollere sahip olan pihtilagsma faktorlerinin eksikligi

sonucu meydana gelen hastaliklarin ilgili genlerde taranmasi ile mutasyon tiplerinin

saptanmasi, fenotip/ genotip iliskisinin ortaya konmasi

tedavi yaklagimlarinda yol

gosterici olmaktadir. Bu calismada nadir goriilen hematolojik hastaliklarda genetik

tarama yapilarak daha once Tiirk popiilasyonunda tanimlanmayan mutasyonlar ortaya

konulmus ve hastalar i¢in tedavi siirecinde yol gosterici olmustur. Bu nedenle klinik tani

ile birlikte hematolojik hastaliklarin genetiginin aydinlatilmasi hastalarin tedavisinde

onemarzetmektedir.
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A novel protein C inhibitor gene mutation in pediatric stroke
patients after bone marrow transplantation
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Abstract Proein O mbibitor is 2 heparin depen dent ser-
in= pmiease inhibitor fond in boman plasma, orine and
ofher body flnide. E was originally identified ox oo inbibitor
of activated profein O Stoke is an imporant caose of
mertidity and morality in the pediatric age groop. In this
sindy weanahy zead the protedn O in hili tor gene moatons
Torkish pediatric stroke patents. We foond a2 missenss
rmutaticn of Gin A atnocleotide §760in sxon 2, reslting
in a ransifion senine to asparagine (pSer] EAs) and in a
child and his father and also we found same alteration in
exan 2 in an another padiatic soke case following bone
mannw tran splandstion.

Keywords Proiein O inhibitor gene - Bone mamos
ran splamtation - Muottion
T e tion

Hinod cagonlation is regoleted by antigmombin T (AT)
tissoe fcior pathway inhibitor (TFPT), heparin oofacior 1T
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and the protain O pathoay. Protein O pathoay 5 crodal
mechamism for the regolation of the coagolation. Protsin C
is o vimmin K:dependent serine profease enryme that is
activaded when gwrombin hinds o s endodhelial specific
recepinr thrombomodolin, his is called a5 the anticoagn-
lant profein C pagreay. In the presence of the ofher plasma
vitamin K dependent proiein, pmiedn 8, APC inactivaies
FWVaand FVIa |1, 2]

Profein C inbdbiior (T} is o heparin depandent serine
proteaze inhibitor foond in homan plasma, orine and other
bady flmds. Tt was ongmally identified ax on inhibitor of
piivaied protein O (APC). Forthermom, @t @mn inhibits
varions other proteases soch o thoombin, factor Xa, facior
XTa, oroicimase, plasma kallikredn, prostate specific ant gen
(PSA) and tissme knlhibran{(KE)3]. The inhibiory prop-
eqties of PCT are difierent fom serpins. PCT secrated im
wine mnd i5 present 25 2 complex with omibnase type
plasmino gen activaior, =0 @t is also known as plasmimogen
activasnr inbdbiior. 3 (PAT3) [4].

The gere of PO localized at chromosome 145215 and
commist of five econs, foor inirons. Recent sindies demon:
siraied that this gene consisis of o 5 flanking wgion com-
wining several ds elements, a 5pl hinding site, an AP-2
binding site and inverted AP-2 binding site withom TATA
and OCAAT bhox sequences. PCT i 2 57 kDa, 406 ami-
noacids singls chain ghycoprotedn, symibesized in the liver.
I plays a rale @ the regoliion of the anticoagnlant
protein O patmay, Srombogis and fibrinohsis, fartilime-
tion, tieme regeneration, vascular permeahility and fomor
imvasion [5, 6]

Stroke is an important canse of morbidity and monabity
in the pedizric age group. [t can be defined a5 the sodden
acchosion or moptare of cemlbral veins or ateries eslting
in focal cershml] damage or namraologial deficts. Stoke is
a mre aveni in chikdhond, recent sindies revealsd ghat the



incidence of pedisric stoke |8 per 100,000 children.
However the nnderdying hasic mechanism of smoke have
heen mot entindy nndeminnd, individoa] genefic sobs titn-
tions may play a mle for the pathogenesis of sroke [7].
Arerial strokes, cembral venons Srombosis have all heen
desribed in patients with heredinry proein O deficimncy.
Amml and collagoes foond abnormally low levels of
proiein Cin patients with acoie siroke. They soggested that
lowr levels of pmiein C in the aonie strokbe reflect efiective
activation of the coagnlation faciors and were predictive of
m adverse ooicome. Eady prognostic factos in ischemic
strake [#].

Recent sindies demonstmted that inherited gene defecis
elated in the coagnlation system have heen reporied as risk
faciors for stoke One of these gene defear & 2 GoA
ransition & modeatde 1691 i exon 10 of the Factor W
Pme cansing activaied proiein O esisance. The pmtens
htic activity of APC is regolated pred comi nand y by protein
C inhibitor {CT) 9, 10).

In this stody, we aimed io analyze the protedn C inbibitor
pene muations in Torksh pediatnic soke patienis.

Meterialks and methods

A il of %) pediatric stroke patents admiteed to oor
pediairic molecuolar genetic deparment and 110 healdy
amirols evalmied in this smdy. Periphem] blond was
mllecied from patiemts. A writen miomed consent for
pmatic amalysis was ohimed from patients. DNA was
isnlated from by protsimass K and phenol/chlonaform
extraction. PCT gene (SERPINAS) was scememed by paly-
merxe chain{PCR) maction osing the primers as shown
Table 1 [10]. PCR maction was mumied oot in a readtion
vaolmme of 50 pl contaiming 50 ng of genomic DA,
10 pma ] of eadh primer, 0.5 1 Tag pol ymerase, 200 pbd of
ach ANTP and 2.5 Mm MgCT2 PCR prodncs were s=p-
mraied by electophoresis fwrongh msing 2 % agaross gel.
Singl strand conformaton polymorphism (55CF) was
performed o fimd possihle different band varations. S5CF
wis perinmed as follows: Aliqoots of 10 pl PCR prodocs
ware mimed with dematnnng solotion (95 % fDmamide,

Tubds | PCR péises for PO gese

25 mM EDTA, UI2S % bromopheno]l bloe) heated for
& min in 95 °C and chilled omn ice. Demnatored DMNA was
soh jected in acrylamideisaorynlamide gel elecophomsis
in Tos Boric-acid EDTA boffer at constant wolage
=10 Vicm for 10=12 h. After electrophoresis, the gel was
stined with | % silver nitrate gl When SSCP yielded an
abmormal hand, DNA seqoencing anal ysis of the five exons
of the PCT gane were performed. (Beckman Conlter, TRSA).

Resulis

In this smdy, we analyzsd 90 patents with padiatric stroke
and 110 healthy controls. Screeming of the five exwons of
P geme from thess patients and ooninols, we dedecied a
movel Goamine () 0 Ademine (A) mcleotide change at
G760 (Senine o Asparagine (pSerl EiAsp)) at exon 2 im a
pediatric stroke patent. A Soymrs.ald boy was admitied to
o climic at the age of § months with foml seirores. He
was diggnosed a5 Tetralogy of Fallot and CT scan revealed
right temporo-occipifal lage hypodense ama. EEG was
normal and camier of FVL. Pmérombine 20210 G-A did
mot present. Aspirin prophylavis was sased bot he did not
come o fial koey .

Alsn, same alieration was defecied i a family father
and his son) with FWV 1691 Goe& (FVL)L A-Toyeam-ald hay
was first admitied to oor dinic & the age of 3 yeam and
was diagnosed a5 hefa thaliseemia major. Bone mammow
trarsplantion was performed at the age of foor. Foor
monthes following ransplantation he had left fom] seirores.
His CT scan mvealed left pariema] hypodemse area and
haemmortage sronnd this area. His MRT revealed ischemic
ama at hil#tem] frontl, sohcortical white mater and lefi
emporo-ocapital arm. His EEG was epileptic at lefi
temporo-parie] area. Later, he had right hamiparesis. His
MR angio grap by revealed acdosion atright MOCA, 8T and
left TCAL) was thin and ischemia was present o the anea of
these arteries. TPA was saned and lier heparin was oeed.
After TPA his right MCA was intact He had wild type FV
and PT gene muodons.

W compamd the alieration of PCT gene hefore and afier
home. marmow tmresp linition, and from oor data, itappears

Fur izl Rl s prane, Aameilag
s [
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that §T60 (Go-A tramsition of the moodton from redpent o
domar afier tmmsplanktion (Figs 1. 2). Bafore tansplani-
tion in donor patent evealed T in C mdentide change of
7] in ewon 2, this nomense moistion enoode proline
aminaacid. Kone of the contral groop had PCT motaton.

Imiermet based progmm tha pohyphen was med o
defermine the offect on the change in protesn. This program
mknlaes preserved sequence befoesn spedes in doring
evolotion that fake into aconnt pediced protan straore.
Alsn, i order in compare tha wed “‘muokiiple aligomend
inal” option in BCRT dashase

Diiscas sion

Proiein O, proem 5, endothdial protein O receplor
{EPRCE), twmombin and thrombomodolin ane the essential
oomponents of the protein O pathoay. Protein O antico-
agolant sysem has an imponant rale for the =golaton of
the coagulition. This méhway achieves iis fanagion drough
the: medinm of adtive proein C {APC) and pmiein 5. The
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profeal yio activity of APC is regolated predominandy by
profein O inhiisor [11, 12]. PCT s known 25 a serime
proiease inhib iior that modnol aies the blood clotiing faciors.
In bomams, AT is expressed in diffesnt ongans and tiesnes.
Recemt smdies mvealed that P oold play rale in boe-
mosisis and dwombosis, fertlizaton, polmomary yper-
[13, 14).

APC s 2 mamm] major anticoagolint and imis the
progression of the coagolstion cascade by the pmisalyiic
degrachtion of F¥a and FVTTa. Previoos stodies nevealed
that gene defect in FV geme incemase the nsk for soake
[15]. F¥ Laden muoiaiion camses actvaied protan O
rmistnce and of nodeotide 1691 gonine 0 adenine
change leads io o replacement of gloamine o argnine ot
aminmad positon 506, FVL fregoency in Torksh pop-
nlation has heen repored fiom different pars of Tori=y.
The feqoency wa reparted oo range hetoeen 35 amd
15 % m several siodies [16]. Smdies wvealed that amii-
thrombin 111, protain 5§ and protein O deficiencies also

&) Springer
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imvestigainm hove denaribed the occorence of sroke afier
BEMT [17, 18].

Pmiein C inhi bitor gene alteations may be have o mils
the formafion of siroke. The combimton of prowem O
deficiency and other knoem thrombotic risk facins soch ax
proiedn 5 and antithmmbin defidency e imporant for
trombesis. Besides, FV Leiden moibton = the most
mmmon genetic camse of thrombogis. We have foond a
6780 GzA mansition in P gene thet camied FVL mot-
ticm afier BMT in a family. Oor data indicate that protein
defacis occors in coagolation cascade, may inherited from
donor o recipiant with mansplintation muosing a deom-
Hesis v

&G0 (oA mansition s conserved @ evolotonary pro-
e, %0 We cin sy that this imnsition i 2 nowvel mmation
(Tahle 2} Sofor, thee i no sindy of the relafion hetwsen
the simie and P gene mmations. S0, oor smdy is
important for i is the finst sindy.

Forther stody & mead o ehddate #he role of PCT
mmiations on e oooorence of dhrom bosis.
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A novel 110-bp insertion in a patient with

homocysteinuria

Homosistinirili bir hastada itk kez tarmmlanan 110 BClik insersiyon

Didem Torun!, Talia len?, Kaan Giindiiz2, Nejat Akar!

| Department of Fedichic Gerefics, Facelly of Medicme, Ankare Universily, Ankora, Tarkey
“‘Deportrment of Fedinmic Hematoloey, Foonly of Medicine, Arbore Univergiy, Anfara, Torbey
‘Department of Ophthelmolozy, Foouity of Medicine, Ankorg University, Ankarg, Terkey

To the Edtor,

Hornocysteirria s an inherited recessive disor-
der caused by cystathionine beta-synthase (CBS)
deficiency that has a wide specirum of clinical man-
ifestations, including coular lens dislocation, skeletal
disproportion, osteoporosis, vasowlar thrornbosis,
and ceniral nervous systemn dysfuncidon [1]. The CBES
ennne catalyzes the synthesis of cystathionine from
horniocysteine and senne in the methionine pathway.
This pesults in accurmulaton of homocysteine and
methicnine n plasma, leading to excretdon of exces-
sive urinary hormmocysteine, CHS defciency has a
waorldwide incidence of 1/°344,000 live births (rangs:
1/58,000-1/1000 Eve births) [2].

Hurman CBS is located in the cytoplasm of cells
and is composed of 4 identeal 63-kDa subunits. The
CES gene is located on the long (g arm of chirommio-
some 21 at posidon 223, encodes a protein consist-
ing of 5351 amino acids, and has 16 =wons [3]. Herein
woe rept 3 pabient with homooysteinurnia that was a
camier of cormpound heterozygote rmutabions in the
CHS gene, | of which is novel, and a discussion of the
clirical and rnolecular findings.

A ld-year-cld boy was refemred 1o our hospital
for evaluation of ocular symptoms that began
approximately 1 vear earier. He was the first bom
of mon-consanguinecus parents that had lost 1
fetus. Famidy history of newrologic and thrommbo-
embolic disease was negative. Pregnancy and
delivery were uneventful The proband had neuro-
maotor developmental delay. At the age of 10 yvears
he had a clonic seizure of the left side. He had a
marfancid face and neurclogical examination
showed lefi-sided central facial palsy, and mild Left
herniparesis. Complste blocd count resulis wers
normmal. Crandal CT showed an area of low attenu-
ation in the left frontoparietal region consistent
with imfarction. Prothrombotic work-up results
were as follows: serum mesthionine level: 4.7 mg /
dL (mormnal: 0.09-06 me'dl); free homocoysteine
concentration: 50 mrmoll  (mormal: <125
mrmnolT); urine homocysteine concentration: 360
ol (normal: 5-15 mornolL). The patent was
diagnosed as homocysteinuna, and hydroxy cobal-
amin injections, vitamin Be, acend-salicvlic acid,
and a low-methionine diet were started and main-
taimed.

Ackchrman for Corrmnporsisnce: LD Didern Tonun, Deparmment of Pedfaiic Genetics, Faoahyof Medicneg, Ankara Univessty, Aniora, Turkosy
Fhone: +50 542 415 3% 10 E-mall: didemmiorméfgmal.com
Gol: 185152 h 201 1.44
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A 1I-bp insertion in a komocysisinuia patient oD

Ophthalmologcal examination showed bilater-
al lens subluxation, bilateral cataracts, and sec-
ondary glaucoma. The patient underwent cataract
extraction in both eyes via phacoesrmulsifcaton.
Both eyves were reated with topical anti-glaucoma
drops. Addifonally, the right eye underwent diods
laser cyclophotococagulaton with normalization of
inraocular pressures withowt any drops at the
l-year follow-up. Intraccular pressure in the lef
eye remnamed normal with topical anb-glascoma
drops.

Witten consent was provided by the patent's
parenis. Following DNA extraction, all the exons of
the CB5 gene were screenesd via sequencing. Exon 3
of the CBS gene was ampliied using 2 primer sets
(F: 5" CTCAACATTTAGGTCATTACC 3 R- 5" TTT
CACACGTTTTCCCTGC 37) under standard PCR con-
dittons, with an annealing termperaiure of 575 PCR
showed a 558-bp ampliied product, which was
cleaned using a DNA purtication kat (Metis, Turkey].
Then, the sample was sequenced using a DMNA
sequencer (Beckman Coulter DMA sequencer,
USA). Direct PCR analysis and sequencing showed
a 1 1{-bp insertdon at exon & in the CBS gene (Fisures
1 and 2. A nowel 110-bp insertion starting at nt 855 up
bo 965 ending with a new aming acid formmabon was
determined. In exon § the serine amino acid coded
by TCC was alter=d to myptophan (TGGE) due to the
1 1+bp inserdon. Additonally, a missense routabon at
exon & im the CBS g=ne was alo noted, which
caused a T-C transiton at base pair 333, resuliing in
an amino acid change Som iscleucine o hreonie
(Figure 3). 833 T=C (pll278T) was previcusly
described (HGMD CMSS03500.

Discussion

We described a 14-year-old patient with homo-
cysteinuma dus to 2 mutabions in the CBS gens ina
compound heterozygous state. The nowvel 110-bp
inseriion routatbon at the intron-exon juncton of the
5 end of exon & affected the splicing site. An
E4inshE polymorphismn was previously reported at
thiz localization [4]. Previous research has shown
that BHins6d ins=rtion in the CBS sens has a het-
erogenecus dismbuton in hurmnan populatons. The
eifect of 344ins68 on homocysteine metabolism
and its thrombotc effect remain speculabtve. The
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Figerw 1. Agarnse Oel Bectophonedc Anahvsic of the 11000 Hat-
0T, Insertion &t Exon 3 in e CBS5 Gene Band 1 i the DMNA
Blarkper {0 T4 Haelll, Fermenbas), and Banids 2.6 are ONA Samples
o the Conbrol. Band 7 s The Palients PCR

Fagerw 2. Starting Foint of the: 110Hop nesartion 22 Ewon 2 in the CES Cene:

1 I

lﬂﬂ"jﬂ\*ﬁﬂnli‘fm

Figears 3. CES Gene £33 To-C Transi=on at Exon 8
frequency of this pobrnorphism is 5.9% in the
Turdsh population [3]. The nowel 110-bp inserbon
chsened in the presented case shows that this
region of the CBS gene may be a hot spot for muta-
tons; the observed mutation and the 3448ns58 van-
ant do not cverap. In conclusion, 110-Hbp inserton

plays an important role in homocysteine-related
diseases.
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Two Mew Mutations at ERGIC-53 Gene in a

Turkish Family

Didem Torun, MS,' Erkan Yimaz, PhD," Avni Atay, MD,

Emin Kiirekel, MD,” and Nejat Akar, MD'

Abstract

Bnkeal ared Sgpllasd
Tharey rvbsosie il arvcesw e
[C0 ]

& Tha Awshean(e) 10
Paprine ored pesrisd are

DE\t 18 1 177 | G pri | 55
P e adhs s apad e i

4

Combined fomr Y and fooe Vil deficsency (F5 R D) ks a mre autosomal recessve ccagalaton disorder ass ociared with plama
leweds ofcoagulation factors Y and Vil approssmacedy 57 o 30 normal ComBened factor Y and facror Vil d efioency s caused by
mumsons n ERGHS Y LAMAN D) gene. BRGIC53 and mulople coagulaoon faoror deficsency 3 (MCFD2 ) form a provesn comp e
sha funmaons as a cange remspoor oansp ot Py and Pl fom dhe endoplzsmic reoculum oo the Galgt The am of dhis soody was
o decermine the mumtons of ERGIC-53 (endoplasmic resculum [ER] @ dhe ER4Goly mcermediate comparmment) gene and
oot inied FSFBD n o family. bn dhis s oudy. we analyzed o patent in o Turbash Smily wedh combined FSMD. We found a nonsers e
mumson of C 1o T at mocdieoode D02 n enon ¥, resulong in 2 oen soon of anganine 0o stop aodon. and in | dhild, we found 2 smine

dedemon in exon 4 EAGICEY gene.

Keywords
wmbined FY and FYill deficiency, ERGHC-5Y. bleeding

Introduction

Combined factor V oand fcior VITT deficiency (FSFED) is
m mimomal reessive disorder. FEFED is estimated o be
exiremely mre (171 000 000} in dhe gmeal population.'
Affected mdividml pesent with 2 moderae bleeding ten-
dency and plasma leves of factors WV and V1T in the range of
% 10 30% of nommal® The gene responsible for combined
FAFED was kocalized fo dhe komg arm of chromosome 18 and
identified the dismse geme 25 endoplasmic mticulen (ER)
Galgi imdermediaie compartment (ERGHC53).°

ERCNC-53, aleo called LAANT, is reporied o be 53 EDa
mannesachindmg twpe | trmsmembrane poein [ ncldes
m N-temminal sigmal sequence, a carhohywdrate recogmition
domain, which & @ldwn dependant and pH snisitive, o salke
mgion, 2 tammmeanmbrane domain, and a shont oyioplasmic
domain; ERGIC-53 mainl y aais as a moepior of o limited mam-
hheraf ghy oo profein and transports theam fom ER to ERGIC and
{roilgi; menmovhile, i has o seoo ndary ghyoopmiein qoality con-
tral function. ERGIC-53 works as o aurgo recepor for efficient
ERemlg tramsfer of coagolaiion FV and FVIT doring dhar
seTetion”

ERIFNC53 gene i locted on doomosome 18521 %1 8gqx2
md confaims 13 exoms, whose mRENA & X768 bp. ERGIC-53
=xid in mamy spedes, sich as flaws copienc, mat mice,
Xenopas laevis, and Saccharomyces arrevidae ™

Fecani meeardch revenled thae FSFED and some ER siorage
diseases have rsionship with ERGT-38 gene In homans,
ladk of fonctional ERCANC-53 leads io o dedct in secredion of
ghvooproteins. Varnioos experiments demonsirate dat FSFED

gpars to be padicuobrly pewvalent snong Mediemmann®
The disorder is aumsad by muaion of the 2 games: ERCAC-
53 amd mukiple cagnhtion factor defidenay 2 (AATFID2)
ERCGIC-53 ond WWFT? form a 121 complex. Fither ERGIC-
53 or MCFDZE fimotions a5 2 cango necep tor, trams port FY, and
PV from ghe ER io Gealgi®

In this sindy, we aimed to malyze the mobtion data of
ERCIC-53 gene in o Torkish famihy.

Material and Methods

Peripharal hlood was collecied fiom a Torkish patent and his
fumily mambers with combinad FEFED. A writen informed
mmment for genetic amalysis was obtvined from the parends
DA was isolued by profeinase K and phenol’chionofiorm
eiraction. All exons of the ER(AC-S3 geane were sonemned
by pohmerase chain maction (PCR) msing the primers o=
shoom i Table 1. Afler PCR, MR prodocts wers sepanssd
Ty edecinoph omesis throogh agenose and visoalized by @thid fom
tromide staiming. Singlesrand conbmation pohymorphism
B5(F) was paformed to fmd possible different hand

' ks Univarasy, Schod of Medons, Fedasc Gensica Depemmant,

Erkars, Turkey
ViR T Madicl Scheol, dnkora, Turly

A rlbvoer
Didam Teeun, Ak Unveragy Fedase Molsoubr Canenc Dapermmane,
Epkears 6 100, Turksy.

ol il mmecruni@grrou com
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Tabde . The Primerd Uded for @ POR Mgl Sond of the ERGIC-5T Geses

Ravaris Primeri

Fsrerird Privseiira
B 1 F.TOG CGT TOC AGA ATC Cad, G5-3°
B 1 F.CAG TTT GGA AAT GTA CAT TGA G-3°
B 3 F-CAT GO TOT Al TGT TOC &3
B 4 F-TGT AfG TOA CTTCAT AGT AC-F
[ = F_TGA MBS GCT GAG TGTCTT GT-7
B & FLGEAN ACH A CTG AAT AGTAGT C-F
B T FoAGA GTGOCOA TTGCCT TTACCS’
(= F-CAT GTA TAG AGH TAT CTT AAT G-27
(= F.CAC TTTGGTCACTTAOGT TA-T
Ewa 10 F.GGG AMG TAK AGA AGA MGG GC-17
Exa 11 F.GTG ATT TTA TTS TAT CAA GAG-
Exa 12 F.GGG GAT AGA AGG TTT TCT GG-T
Exa 13 FoOTG TTC ATT TEA GTT CAC AT-F

SLTOA GOA CAC OAG GGT AGC-'
SGGG MM AGT TAG MGG CTA G217
ELCTC ACA GOC TAKR CTC TGT TG X
SCAA TGT ATT TOA TAK GGA TTC O3
LGS AAG TGA TAC TGT AR ATT GF
SLACAAGTCTA CAT ATC OCT AMAGT LT
AR AOC TAAGTT AGT CTT O3
SGTC CAT GAT A& CAG CCT CO-F
SLTCT ATG AGT ACA TAG TAC AG-T
FLAAT CAC ATA MDA CAD ASA 05-1
SLAGT ATG AGT TCT TOC TTT O3
SLGAM CATAGA TAA CTT AGT TG
SLAAT TOC CTC A ADS MK TC-F

Ayt Diatn

- - - = = - ™ -
S T B L A R L T S B A S L L

Figure | . Sagumdng s of evon F of ERDCST gere

variations between the parficipamis. Singlesiznd conforma-
tiom was perinmed o folkoos: aliqoots of 10 pL of the FCR
produocts wer mixed with deratoring soloton (955 forma-
mide, 25 mmoll. EDTA, 0L025% xylme oyanole, amd
0025 twomophenal bloe), beaad B 10 minmes at 95°C, and
chilled omn ice. Dematomd DNA was sohjeaed io agylamide
i sacry lami de gl elecinoph onesis i Trisbonic acid EDT A bok
fer a1 comsiant voliage {1 50 V) for & a0 10 bowrs. The gd was
stumed with L1 siver mitrate. When 55CP diciied an abnor
mal hand, sequencing of the gene was parformed (Beckman
Coualier CEQ 2000; Beckman Couler, 1II5A)

Results

Sceeming ihe 13 exons of the ERCANC 53 gene from a Todosh
patient with combined FSFED revenled a © o T mdentde
change at A7 i exon 9, resoling in o farsiton of orginme
to a stop codon (Figare 1) and a timine deletion in exom 4 at
modentide 157 in ERCAIC-5 3 gene (Figome 2

Alihongh the mother and father ore comsangnineoms, we
defined a compomnd hasrorygosity state in dhis famih.
Family's plasma levels are shown in Figome 3

Discussion

Hereditary multiple coagolsion fagor deficiencies am
eximmay rare. This disorder appears to bhe particolarhy

degivei Dn

L L] L] L | =] o
AETE R LA FFaid AT AA P TTANS Bl TR E ERS AATA 0N

Fgure 1 Segendng sl of soos 4 of ERCICST gese

Fi= 11i%
[ LE

Pm %
(2 L RTY o

Fitm 1
[Pyl

s T
Fil= 55

Figasre 3. Famsly s trae asd By asd PVl placies. beedi

prevalen smomg Middle Fasierm lews and non-lewdish Iramians
and aver kalf of the families fiom the Meditmnean region ™'
Previons datn mvealed fhat ERGIC-53 is a sigmificant
immmembane proiein Besides fansponiing some specific
glyooproteins, it aleo has o qoality conim] fanction, and com-
himed FSFED is camsed by muaton in ERGAC-53. Montion
in ERGFAC-S3 geme accoumds for most cases of FSFED. Up o
now, omly abhout 150 cases with combimed F5FED are repomied
im the lierasre “'2 ;d only 3 diferest moatons in dhe
ERGR =53 LAMANT) gene have been desaribed.' However, it
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Towsn =t of

is liioely the FSPED is nnderdiagmosed, in part doe to iis often
mild hleeding manifesations. Some of the pateans with
FEFED may be misdizgnosed as having mild hemophilia
50 mom attention should be exesied to patient with muld
hleeding sympioms. In Tark ish popalation, several cases were
mporied 5!

These 2 muistions change C o T =@ mocleodide 202 in exon
9and timine deletion af mocleotids 1 57 nexon 4 am epoded
for the firet tme. Ome of them andad with a smop codon,
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